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RESUMO

Durante o periodo compreendido entre Margo-2005 e Fevereiro-2006, espécimes clinicos de 174
caes e 28 de gatos, da cidade de Fortaleza-CE, Brasil, foram examinados no Centro Especializado
em Micologia Médica (CEMM) da Universidade Federal do Cearé para diagnosticar animais com
dermatofitose. Dermat6fitos foram isolados em 22 dos 174 (12,64%) espécimes de cdes e em 9
dos 28 (32,14%) espécimes de gatos. Os dermatofitos identificados foram o Microsporum canis e
Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes. O M. canis foi o mais frequentemente
isolado, em 21 (95,45%) dos cdes e em 100% dos gatos. Foi observada uma alta propor¢ado de
culturas positivas em gatos com menos de um ano de idade, 43,75% destes foram positivos para
dermatoéfitos. Para os caes nenhuma diferenca significativa em relacdo a idade foi identificada. As
racas mais representativas com dermatofitose foram Yorkshire Terriers (35,5%), Poodles (14,3%)
Doberman Pinschers (11,8%). Gatos da raga persa foram mais frequentemente representados com
dermatofitose (50%). A andlise para avaliacdo da estocagem teve por objetivo principal avaliar
diferentesmétodos de estocagem para cepas de M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes var.
mentagrophytes, T. tonsurans, isolados de cdes e gatos. Um total de 172 cepas de dermatofitos
foram mantidas em 4gar batata acrescido de dimetil-sulféxido (DMSQO) 10% a -20°C, agar batata
acrescido de glicerol 100% a -20°C, 4gar batata sem adicdo de crioprotetores a -20° C, e em
solugdo salina acrescida de 6leo mineral a 25°C. As cepas estavam estocadas em diferentes
periodos desde Mar¢o/2002 (38 meses) a Maio/2004 (12 meses). Os resultados sugerem que para
garantir a viabilidade cada cepa de M. canis deve ser mantida em pelo menos dois dos métodos
de estocagem, agar batata acrescido de glicerol 100% a -20°C e em solucdo salina acrescida de
6leo mineral mantidas a 25°C; e todos os métodos de estocagem podem ser utilizados para

preservacdo das outras espécies de dermatofitos.
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ABSTRACT

Over a one year period (March 2005 — February 2006), clinical specimens from 174 dogs and 28
cats, from the city of Fortaleza, Cear4a, Brazil, were examined at the Specialized Medical
Mycology Center at the Federal University of Ceard to detect animals with dermatophytoses.
Dermatophytes were isolated from 22 of the 174 (12,64%) canine specimens and 9 of the 28
(32,14%) feline specimens. The identified dermatophytes were Microsporum canis and
Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes. M. canis was the most common species
isolated 21 (95,45%) for dogs and 100% for cats. There was a high proportion of positive cultures
from cats less than 1 year of age, 43,75% positive for dermatophytes. In dogs no significant
differences between the ages were detected. The breads most representative to dermatophytoses
were Yorkshire Terriers (35,5%), Poodles (14,3%), Doberman Pinschers (11,8%). Persian cats
showed the highest positivity for dermatophytoses (50%). The main objective of this investigation
was to evaluate different methods of storage for strains of M. canis, M. gypseum, T.
mentagrophytes var. mentagrophytes and T. tonsurans, isolated from dogs and cats. A total of 172
strains of dermatophytes were maintained in different methods of storage, such as potato agar
added to 10% dimethyl-sulfoxide at -20° C; potato agar added to glycerol (100%) at -20° C; potato
agar at -20° C and saline with a mineral-oil layer 25° C. The strains were stored, different periods
between March/2002 (38 months) to May/2004 (12 months). The results suggest that to ensure
optimal viability each M. canis isolate maintained should be held in at least two methods of
storage, potato agar added to glycerol (100%) at -20° C and saline with a mineral-oil layer 25° C;

and that todos methods of storage can be used for preservation of others dermatophytes species.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos que estdo distribuidos na natureza em todos os
habitats, como o ar, o solo e a 4gua, além da microbiota de humanos e animais.

Com o avanco da tecnologia e a melhoria dos recursos de diagndstico, observa-
se um aumento crescente na incidéncia das micoses, em especial as dermatofitoses, em

caes e gatos.

As dermatofitoses sdo micoses superficiais causadas por fungos filamentosos,
hialinos, septados, queratinofilicos, capazes de colonizar e causar lesdes no extrato
corneo de animais e do homem. Esses fungos podem ser classificados em antropofilicos,
zoofilicos e geofilicos de acordo com a sua evolugdo adaptativa (SIDRIM & ROCHA,
2004).

Com isso, a identificacdo e estocagem de cepas fingicas vém sendo cada vez
mais estudadas, tendo em vista a necessidade de caracterizar a biodiversidade fingica
de nossa regido frente as novas ferramentas que auxiliam no desenvolvimento destas
técnicas (ODDS, 1991).

A estocagem de microorganismos ¢ um processo complexo, que auxilia no
conhecimento de informagdes sobre esses agentes patdogenos, além de fornecer
subsidios para a analise do perfil de sensibilidade dessas cepas frente as drogas
antifingicas disponiveis comercialmente.

Diante disso, diversas metodologias de estocagem vém sendo descritas para a
preservacdo e manutengdo de cepas fungicas por longos periodos. Entretanto, nenhuma
delas ¢ relacionada pela literatura como uma forma definitiva, sendo necessaria a
utilizacdo de duas ou mais metodologias a fim de garantir a recuperagdo das cepas de
forma eficiente, com a manutencao de sua viabilidade, bem como com a preservagdo de
suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas.

Baseado no exposto, torna-se evidente o importante papel de estudos que visem
a caracterizagdo epidemioldgica das dermatofitoses canina e felina, assim como, a
manutengdo adequada de cepas dermatofiticas, haja visto que esta ultima ¢ fundamental
para investigacdes laboratoriais, no tocante a padronizacdo das caracteristicas
fenotipicas e genotipicas desses microrganismos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1 Micologia: abordagem geral

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, cuja membrana plasmatica ¢
constituida em grande parte por ergosterol, e que possuem parede celular composta de
polissacarideos e, algumas outras macromoléculas. Por aproveitarem a energia contida
em ligagcdes quimicas dos diversos nutrientes sdo considerados heterotréficos (SIDRIM
& ROCHA, 2004). Sao microorganismos considerados ubiquos no meio ambiente,

sendo impossivel erradicé-los (SYMOENS & NOLARD, 1999).

Esses microorganimos podem se reproduzir de duas formas: a assexuada ou
anamorfa, e pela forma sexuada ou teleomorfa. Em paises considerados tropicais e
subtropicais, a maioria dos fungos manifesta apenas a forma assexuada, sendo esta a

base para sua classificagdo taxondmica (RIPOON, 1988).

A caracterizacdo dos fungos pode ser feita de acordo com sua estrutura celular.
Nesse caso, temos as leveduras que apresentam estrutura unicelular, arredondada,
denominada blastoconidio; e os fungos filamentosos que possuem unidade estrutural
denominada hifa. Existe ainda, os fungos dimorficos que se apresentam filamentosos
em temperatura ambiente (25°C - 28°C) e leveduriformes a uma temperatura de 37° C
(LACAZ et al., 1998).

A maioria das espécies fungicas apresenta-se na natureza na forma filamentosa.
As hifas sdo estruturas tubulares ramificadas e pluricelulares. Apesar de freqiientemente
apresentarem na sua constituicao os septos, estes podem nao ser vistos como estruturas
de separacdo entre as células uma vez que apresentam um grande nimero de poros que
permitem a passagem de estruturas celulares de uma célula para outra (SIDRIM &
ROCHA, 2004).

Apesar dos fungos, de um modo geral ndo necessitarem colonizar ou infectar
tecidos vivos para se perpetuarem, algumas espécies fungicas participam da microbiota
de homens e animais sem, com isso, lhes causar qualquer enfermidade. Por outro lado,
os fungos podem ser agentes de processos infecciosos denominados micoses, bem
como, quadros de hipersensibilidade, micetismos e micotoxicoses (LACAZ et al.,

1998).

As infecgdes causadas por fungos parecem ser acidentais, ou seja, sua grande
maioria ndo ¢ contagiosa, mas, adquirida por exposi¢do do individuo a uma fonte

natural de ocorréncia do fungo. Existem na natureza mais de 250 mil espécies fungicas



conhecidas atualmente. Dentre estas, apenas aproximadamente trezentas foram
identificadas, pelo menos uma vez, em processo patologico em seres humanos ou
animais (LOPES et al., 2004).

As micoses podem ser classificadas clinicamente em sistémicas, subcutaneas e
superficiais, de acordo com o grau de envolvimento no tecido e o sitio de instalacao do
agente infeccioso no hospedeiro (TORTORA et al., 2000). Dentre as micoses sistémicas
ou profundas de interesse veterindrio tém-se a histoplasmose, blastomicose e a
coccidioidomicose (SIDRIM & ROCHA, 2004). A feohifomicose tém sido reportada
em gatos, manifestando-se mais freqiientemente em tecidos subcutaneos, sendo
causadas por diversas espécies de fungos demaceos (MENDLEAU & HNILICA, 2003).
Entretanto, nos casos de micoses subcutaneas e profundas, os dados de literatura sdo

escassos e provavelmente ndo traduzem a real incidéncia destas infecgdes.

Dentre as infeccdes fungicas, as micoses superficiais se destacam devido a
freqiiéncia de casos reportados em humanos e pequenos animais. As micoses
superficiais podem ser classificadas em micoses superficiais estritas e dermatofitoses.
As micoses superficiais estritas possuem a caracteristica de acometerem a camada mais
superficial do extrato cérneo de humanos e animais, ndo induzindo nenhuma resposta
inflamatoéria no hospedeiro (SIDRIM & ROCHA, 2004). Dentre as micoses superficiais,
as malassezioses tem sido relatadas em animais domésticos causando dermatomicoses e

otites (CRESPO et al., 2000).

As dermatofitoses sdo micoses superficiais causadas por fungos denominados de
dermatoéfitos. Esses seres pertencem ao grupo dos fungos filamentosos, hialinos,
septados, queratinofilicos, sensiveis a griseofulvina, capazes de colonizar e causar
lesdes no extrato cérneo do homem e animais. As dermatofitoses sdo caracterizadas por
lesdes circulares discretas, com areas de alopecia, bordos eritematosos e vesiculares,
que circunscrevem uma parte central descamativa. Por serem ricas em queratina, as
regides da pele, pélos e unhas sdo frequentemente acometidas por dermatoéfitos
(IMENDLEAU & HNILICA, 2003; SIDRIM & ROCHA, 2004). Nos ultimos anos, a
literatura especializada vem divulgando um substancial aumento das micoses, sendo as

dermatofitoses as principais infec¢des responsaveis por esse fendmeno.



2.2 Dermatofitos de importincia veterinaria

2.2.1 Dermatofitose: uma breve apresentagao

A dermatofitose ¢ uma micose superficial causada por microorganismos

taxonomicamente relacionados ¢ denominados de dermatéfitos (KAC, 2000).

Os dermatofitos ocorrem com relativa freqiiéncia na clinica de pequenos
animais, ¢ a dermatofitose ¢ a mais comum enfermidade causada por fungos em caes e
gatos no hemisfério ocidental (ROCHETE et al., 2003). Dados de incidéncia e
prevaléncia variam em fungdo do clima e dos reservatorios naturais, e autores relatam

uma correlagio positiva entre as dermatofitoses e a alta umidade (CABANES, 2000).

Animais de todas as idades, sexo ou raca sdo susceptiveis a infeccdes por
dermatoéfitos, embora a doenga ocorra mais comumente em animais jovens, velhos e
imunodeprimidos (MORIELLO, 2004).

Virios autores citam que algumas dermatofitoses podem ser consideradas
zoonoses (GARCIA & BLANCO, 2000; CRESPO et al., 2000; TAKAHASHI, 2003).
Devido aos aspectos de saude publica, as dermatofitoses em cdes e gatos merecem
atencdo especial, uma vez que estes animais mantém estreito contato com humanos,

especialmente criancas, normalmente susceptiveis a doenca (COSTA et al., 2002).

Os dermatofitos pertencem ao reino Fungi, filo Mycota. As dermatofitoses sdo
causadas por trés géneros de fungos patogénicos: Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton (SIDRIM & ROCHA, 2004), cuja diferenciagdo ¢ realizada de acordo
com a forma dos macroconidios e dos microconidios (GRASER et al., 1998).
Entretanto, as espécies responsaveis pela ocorréncia de dermatofitose em caes e gatos
pertencem especialmente aos géneros Microsporum e Trichophyton (MACIEL &

VIANA, 2005).

De acordo como seu habitat natural os dermatdfitos sdo classificados em
geofilicos, zoofilicos e antropofilicos (SIDRIM & ROCHA, 2004). Os geofilicos
habitam o solo, vivem como saprofitas e podem parasitar o hospedeiro desencadeando
intensa reacdo inflamatoria; os zoofilicos sdo dermato6fitos adaptados a pele e pélos de
animais, e raramente sao encontrados no solo; os antropofilicos sdo adaptados a pele e

anexos de seres humanos, ¢ ndo sobrevivem no solo (OLIVARES, 2003).



Embora haja inlimeras espécies de dermatofitos, a maioria dos casos clinicos em
cdes e gatos ¢ causada por trés delas: Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton

mentagrophytes (CABANES et al., 1997; BRILHANTE et al., 2003).

A infecg¢do ocorre por contato direto com humanos, animais e solo contaminado
(ZAITZ et al., 1998). A exposicdo ao agente ndo garante a infec¢cdo devido a: remogao
mecanica dos conidios, falta de sucesso na competicdo com a microbiota normal do
animal, propriedades fungicidas dos 4cidos graxos produzidos pelas glandulas sebaceas

e resisténcia imunolégica do hospedeiro (MORIELLO & DEBOER, 1991).

A estrutura fisica e quimica da pele representa a maior barreira de defesa do
hospedeiro contra fungos patogénicos. A pele, em geral, ¢ uma superficie inospita para
o crescimento fiingico em virtude da exposicao dos raios UV, de constante renovacao
das células epiteliais, pela queratinizagdo, bem como, pela competicdo da propria
microbiota normal contra os demais microrganismos invasores (MORIELLO, 2004).
Um dos fatores que poderia ser considerado favoravel para os fungos dermatofiticos ¢
que, estes, diferentes de outros fungos, se nutrem da queratina que ¢ o principal
constituinte do stratum corneum de homens ¢ animais (SIDRIM & ROCHA, 2004).

O animal ¢ infectado quando, apesar dos mecanismos de defesa do hospedeiro, o
agente penetra o extrato corneo ou o foliculo piloso (MENDLEAU & RISTIC, 1992).
A instalacdo do processo infeccioso primario cldssico esta relacionada ao fato de os
dermatofitos produzirem enzimas queratoliticas e lipase, cuja agdo favorece entrada e
instalacdo da micose na pele e pélos (CARLTON & MCGAVIN,1998), e, em segundo
plano, a forcas mecanicas. VIANI et al., (2001), em estudos da atividade enzimatica em
cepas de M. canis, analisaram queratinases, lipases, elastases € DNAses e demonstraram
que a enzima queratinase estd correlacionada diretamente com o desenvolvimento dos
sintomas das lesdes dermatofiticas, ndo sendo observada tal situacdo com as demais

enzimas.

O dermatéfito acomete o tecido queratinizado, penetra a pele, pélos e unhas
causando danos mecanicos que resultam em descamacgao da superficie epitelial e quebra
do pélo; seus metabolitos se difundem pelas células da epiderme causando reacgdo
inflamatoria e de hipersensibilidade, responsaveis pelo desenvolvimento das lesdes

(DAHL, 1994).

A apresentagdo clinica da dermatofitose ¢ muito variada, mas a lesdo classica

descrita na literatura é caracterizada por alopecia circinada, irregular ou difusa e de



expansao centrifuga. As lesdes acometem mais comumente a face, as orelhas, as patas e
a cauda, podem evoluir para uma cura espontanea ou para lesdo generalisada cronica
que afeta todo o corpo do animal (MACIEL & VIANA, 2005). Em geral, o prurido ¢

minimo ou ausente, mas pode ser acentuado pela presenca de ectoparasias ou alergias.

Os dermatofitos desenvolvem-se crescendo do centro da lesdo para as bordas,
resultando, ao final de alguns dias, em lesdes circulares discretas, com dareas de
alopecia, bordos eritematosos e vesiculares, que circunscrevem uma parte central
descamativa. Possuem intensa descamacgdo associada ou ndo a resposta inflamatoria,

resultante da atividade queratinolitica (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Os pélos quando parasitados por dermato6fitos sempre sdo secundariamente a
infeccdo da pele. Tal infeccdo ¢ encontrada na regido do foliculo piloso, invadindo
assim a camada cérnea da epiderme, que se aprofunda em direcdo ao infundibulo piloso.
O dermatoéfito em contato com a queratina remove a cuticula e retoma o pélo. Ao chegar
nesse estagio da infec¢do pilosa, cada espécie fungica expressa suas particularidades na
dependéncia do hospedeiro. Foi sobre esses diversos aspectos parasitarios que
Sabouraud descreveu cinco tipos de parasitismos pilosos, citados a seguir: parasitismo
endotrix, megasporico ectotrix, microide ectotrix, microsporico e favico (SIDRIM &

ROCHA, 2004).

A dermatofitose em cdes e em gatos ¢ uma doenga folicular e os sinais clinicos
sdo essencialmente um reflexo da foliculite do pélo e posterior inflamagdo, sendo o
prurido variavel em intensidade, sendo muitas vezes indistinguivel quando comparada
com quadros de demodicose ou ainda com a piodermite bacteriana (MORIELLO,

2004).

Em caes, as lesdes dermatofiticas podem consistir de combinacdes de papulas,
pustulas, com alopecia focal ou dispersa, apresentando zonas eritematosas, descamacao
e crostas. Reacdes de Kérion podem ser visualizadas geralmente na face, podendo

muitas vezes mimetizar piodermites ou furunculoses (FOIL, 1998).

Nos gatos, as lesdes sdo representadas com descamagdo e crostas com e sem
alopecia. A alopecia pode ser focal, difusa ou ainda generalizada. A dermatofitose pode
ainda provocar uma hiperpigmentagdo da pele dos felinos, sendo esta caracteristica
também encontrada em outras doengas de pele. Outros problemas decorrentes desta

infeccdo seriam a constipacdo, em virtude da ingestdo constante de pélos, resultando em



anorexia, perda de peso e vomitos. Os gatos sdo ainda susceptiveis ao desenvolvimento
de kérions, micetomas na pele e tecidos subcutaneos, apesar de tais apresentagdes serem

consideradas raras (FOIL, 1998; SCOTT et al., 2001, MORIELLO, 2004).

2.2.2 Diagnostico clinico-laboratorial das dermatofitoses

O diagnostico clinico e o tratamento das dermatofitoses nunca devem ser
desligados dos devidos exames laboratoriais. Entretanto, o diagnostico de tais infec¢des
fungicas ¢ freqiientemente realizado apenas clinicamente, sem o devido diagnostico
laboratorial; na Medicina Veterinaria a situacdo se agrava, devido a falta de
profissionais qualificados para a realizacdo desses exames laboratoriais (HAY et al.,
1995; PIERARD et al., 1996).

O diagnostico feito com base apenas nos sinais clinicos pode ser falso, o que
leva & superestimacdo da incidéncia das dermatofitoses. Além disso, a falta do
diagnodsico laboratorial dificulta o conhecimento da populagdo fiingica que ¢ mais
incidente em nossa regido, visto que, relatos da literatura especializada demonstram que
esta pode variar de acordo com o local (KOSRAVI & MAHMOUDI, 2003).

O diagnostico definitivo baseia-se em uma série de etapas, observagdes e
exames que vao desde o histérico clinico do animal, exame fisico, exame com luz
ultravioleta, coleta do material, microscopia direta do material, cultura fingica e
identificacdo final do agente patdgeno (MENDLEAU & RISTIC, 1992).

A lampada de Wood ¢ outro método diagnostico para infeccdo dermatofitica, ela
emite ondas de luz ultravioleta de comprimento de 330 a 365 nandmetros, e ¢ utilizada
no exame de pélos ou tecidos suspeitos de dermatofitose, que podem fluorescer em
presenca direta dessa luz em local escuro. E indicado para selecionar pélos para exame
tricografico, cultura fungica e controle de tratamento (MORIELLO, 2004). A
fluorescéncia da pele e do pélo € resultado de um metabolito do triptofano produzido
por alguns dermatofitos. Entre os dermatofitos zoofilicos somente o M. canis produz
essa reacdo, que, segundo a literatura, ocorre em 50 a 70% dos casos (MACIEL &
VIANA, 2005). Esse exame ¢ util na clinica de pequenos animais, entretanto apresenta
limita¢des, baixa sensibilidade e algumas preparacdes topicas, podem provocar uma
fluorescéncia ndo-especifica, originando resultados falso-positivos (ZRIMSEK et al.,

1999).



O diagnéstico inicial ¢ feito através do exame direto de escamas de pele e pélos,
utilizando-se uma solugdo clarificante. O exame microscopico direto ¢ um método
rapido e facil para detectar se o animal possui uma infec¢do fingica. As amostras sdo
examinadas ao microscopio Optico para verificar a presenga de hifas e artroconidios.
Para visualizar as estruturas fingicas, ¢ necessario limpar e clarear a mostra com
solu¢des alcalinas fortes, entre elas a mais comumente utilizada ¢ o KOH na
concentragdo de 10-30% (SIDRIM & ROCHA, 2004). Entretanto, muitas vezes a
visualizacdo das estruturas fungicas no material analisado ¢ dificil, sendo o resultado do
exame nao conclusivo devendo ser realizada a cultura do material.

O isolamento primario, ou seja, a distribuicdo do espécime clinico em meio de
cultura artificial, ¢ o passo que segue o exame direto. O isolamento primario pode ser
feito em agar Sabouraud, bem como no mesmo acrescido a antimicrobianos, tais como
ao cloranfenicol e a cicloheximida. O cloranfenicol e a cicloheximida, quando
associados ao agar Sabouraud, inibem o crescimento de bactérias contaminantes e
fungos saprofitas, respectivamente (SIDRIM & ROCHA, 2004). Outro meio, menos
freqiientemente utilizado, mas que também pode ser usado na identificagdo de fungos
dermatofiticos ¢ o DTM (Dermatophyte Test Medium), conforme recomendado por

GUILLOT et al., 2001.

Apdés o isolamento primario, segue a caracterizagdio da macro e
micromorfologia da colonia fungica. Estes achados devem ser considerados sempre em
conjunto, visto que a colonia fungica pode sugerir a espécie fiingica em questdo, mas
sd0 os achados micromorfologicos que irdo garantir a caracterizacdo ¢ o diagnostico
preciso. O estudo micromorfoldgico ¢ feito a partir do isolamento primario, sendo uma
pequena aliquota da coldnia retirada do agar e montada entre ldmina e laminula com
corante lactofenol azul-algoddo. A montagem ¢ observada em microscopia Optica em
objetiva de 40X. Nestas preparagdes, podem ser visualizadas estruturas de reproducao,
bem como estruturas de ornamentacdo. Apesar das observacdes micromorfologicas
serem de extrema relevincia, muitas vezes, o micologista ainda langa mao das
caracteristicas nutricionais do fungo, que em muitas ocasides sdo de extrema valia no
diagnostico final desses microrganismos (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Os dermatofitos isolados de cdes e gatos crescem, geralmente, em cerca de sete
dias, a temperatura de 25-28° C. Apds o isolamento da cepa, € necessario identificar o

género e a espécie infectante por meio da visualizacdo dos conidios € do micélio



(OLIVARES, 2003). Em cultura os dermatofitos produzem hifas septadas que se
ramificam e formam o micélio que possui estruturas de reproducdo assexuada, os
macroconidios e os microconidios. Esses conidios diferem entre as espécies de
dermatoéfitos quanto a forma, ao tamanho, ao niimero e a diaposi¢do dos mesmos ao
longo da hifa (SIDRIM & ROCHA, 2004).

O M. canis cresce bem em agar Sabouraud com cloranfenicol e cicloheximida,
incubado a temperatura ambiente ou a 37°C, produzindo, em uma semana, colonia
cotonosa branca ou amarelada, com reverso amarelo alaranjado (Figura 1).
Microscopicamente, apresenta numerosos macroconidios em formato fusiforme, com
parede celular espessa e eqiiinulada, apresentando de 6 a 15 células e apéndice de
fixacdo (Figura 2) (LACAZ et al., 1998).

A observacdo da lamina em lactofenol azul-algoddo mostra hifas septadas e
macroconidios numerosos, fusiformes, verrucosos, com uma protuberancia apical
assimétrica, alongados, de aspecto rugoso e com parede grossa que, usualmente, contém
de cinco a sete septos, podendo ser observados até quinze. As paredes que separam 0s
septos sdo delgadas. Uma pequena quantidade de microconidios, se presentes, em
formato de clava ou piriforme, de paredes delgadas também podem ser encontrados bem
como clamidoconidios, 6rgdos nodulares e hifas pectinadas (OLIVARES, 2003;
SUTTON et al., 1998).

Figura 01: Verso da colonia de M. canis em 4gar batata.



Figura 02: Foto de microcultivo de M. canis com numerosos macroconidios.

O T. mentagrophytes apresenta uma textura furfurdcea ou pulverulenta em agar
Sabouraud, sem relevo acentuado, formando as vezes circulos concéntricos, de
coloracdo variando de branco-amarelado a castanho-avermelhado (Figura 3). O reverso
geralmente apresenta pigmento castanho podendo tender para o vinho. As
caracteristicas de diferenciagdo nem sempre sdo evidentes e todas as espécies
apresentam elevada tendéncia ao pleomorfismo (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Apresenta um crescimento rapido com maturagdo por volta de seis a onze dias
da semeadura primaria. Microscopicamente, nota-se uma exuberancia de estruturas de
frutificagdo, sendo observada geralmente grande quantidade de microconidios
arredondados e agrupados, o que lhe confere aspecto de cacho. Quando presentes, os
macroconidios mostram o aspecto semelhante a um charuto, com um a seis septos
transversais ligados a hifas hialinas e septadas (Figura 4). Observa-se, com muita
freqiiéncia, grande quantidade de hifas em espiral, 6rgdos nodulares, hifas em raquete e

clamidoconidios intercalares (SIDRIM & ROCHA, 2004).
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Figura 03: Detalhe do verso da colonia de 7. mentagrophytes.

Figura 04: Micromorfologia de 7. mentagrophytes

O M. gypseum cresce bem em agar Sabouraud com cloranfenicol e
cicloheximida, incubado a temperatura ambiente ou a 37°C, produzindo, em uma
semana, colonia plana de bordos irregulares e pulverulenta. O verso da colonia
apresenta coloracdo amarelada- acastanhada (Figura 5). Microscopicamente, apresenta
numerosos macroconidios simétricos, com parede celular fina, e septos (Figura 6)

(LACAZ et al., 1998).
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A observacdo da lamina em lactofenol azul-algodao além das hifas septadas e
macroconidios numerosos, algumas cepas mostram numerosos microconidios
piriformes. A fluorescéncia a lampada de Wood ndo é observada para essa espécie de

dermatofito (OLIVARES, 2003).

Figura 05: Detalhe do verso da colonia de M. gypseum.

Figura 06: Micromorfologia de M. gypseum
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2.2.3 Aspectos epidemiologicos das dermatofitoses

A incidéncia de dermatofitose varia de acordo com o clima e com o reservatorio
natural. Entretanto, em condi¢des geograficas similares espécies de dermatofitos podem
se apresentar diferentemente em animais € humanos (PIER ef al., 1994). De acordo com
a literatura, os animais podem ser considerados como reservatorio de dermatofitos
zoofilicos, sendo a sua incidéncia variavel de acordo com o clima e com o habitat do
reservatorio (CABANES, 2000).

Ao longo dos anos, inimeros estudos sobre a incidéncia e etiologia das
dermatofitoses em animais vém sendo descritos em todo mundo, podendo variar de 7%
a 40% em cdes e de 9% a 46 % em gatos (CABANES et al., 1997; BRILHANTE et al.,
2003).

Devido a freqiiéncia com que ocorrem dermatofitoses em centros urbanos, ¢
importante salientar o papel de disseminadores dos pequenos animais domésticos
(PINHEIRO et al., 1997). Isso se deve aos dermatdfiots zoofilicos serem adaptados a
pele de cdes e gatos, tornando esses animais possiveis carreadores assintomaticos de
conidios fingicos em sua pele e pélos (MENDLEAU & RISTIC, 1992; KANO et al.,
1998).

Os animais portadores assintomaticos de fungos dermatofiticos, quando
mantidos em ambientes livres de estruturas fingicas, podem manter-se com exames
micolégicos negativos, provando assim que o animal nada mais ¢ do que um reflexo do
seu ambiente ou de suas condi¢gdes de manejo (MORIELLO & DEBOER, 1991;
SPARKES et al., 1994).

Dentre os animais domésticos os gatos podem ser considerados reservatorios
assintomaticos de M. canis, por isso esses animais sdo considerados importantes agentes
no ciclo epidemiologico do patégeno, independente do sexo e tamanho dos pélos (PIER
& MORIELLO, 1998). Virios autores relatam a importancia dos animais
assintomaticos, pois estes sdo portadores silenciosos de fungos dermatofiticos, o que
dificulta o rompimento do ciclo epidemiologico da doenga (SYMPANYA & BAXTER,
1996; CABANES, 2000).

A dermatofitose ¢ uma infec¢do que acomete principalmente animais jovens, em
animais adultos frequentemente estd associada a imunossupressdo sistémica. Inimeros

relatos indicam que caes e gatos de menos de um ano de idade sdo os mais sensiveis.
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Este fato pode ser justificado pela falta de maturidade imunologica, pela baixa produgao
de 4cidos graxos de cadeia saturada, dentre outros fatores (CABANES, 2000; SILVA et
al.,2003; BRILHANTE et al., 2003).

Diversos estudos citam que animais de pélos longos sdo mais predispostos as
dermatofitoses. Isso pode estar relacionado a fatores hereditarios ou por que os pélos
longos alojam conidios mais facilmente, criando um ambiente favoravel ao fungo,
protegendo do sol (MORIELLO, 2004). Entre os gatos os animais da raga persa sao 0s
mais predispostos (MENDLEAU & RISTIC, 1992; BRILHANTE ef al., 2003). Relatos
de literatura indicam que nos caes, observa-se maior incidéncia da doenga em animais
da raca Yorkshire terrier (CABANES, 2000; BRILHANTE et al., 2003). As razdes para
a predisposi¢do de tais racas, ainda, ndo sdo bem claras. Possivelmente os pelos
alongados facilitam as condi¢des Otimas de temperatura e umidade para que as
estruturas fingicas fiquem protegidas contra a dessecagdo, favorecendo assim a sua
propagagdo (SPARKES et al., 1994). Entretanto, esta hipotese contradiz com trabalho
em dermatofitose humana, onde discutem que os pélos mais curtos, em casos de Tinea
capitis, beneficiariam a implantacdo e instalacdo de artroconidios (KANWAR &

BELHAJ, 1987).

Ainda que seja controverso o papel exato do animal nas infecgdes humanas
causadas por fungos zoofilicos, de fato, a auséncia de um reservatorio pode inviabilizar
a capacidade de infec¢do do fungo zoofilico, visto que cepas de M. canis podem perder
a viruléncia apds quatro passagens de transmissdo homem a homem, sendo necessario
que o microrganismo retorne ao animal, para que se mantenha a viruléncia da cepa

(RIPPON, 1988).

O M. canis, dentre os dermatéfitos, ¢ o responsavel pela maioria de casos de
micoses em animais de estimacdo e o mais freqiiente dermatéfito zoofilico de humanos,
em diversas areas urbanas (SYMPANYA & BAXTER, 1996; CABANES, 2000;
BRILHANTE et al., 2003). E um fungo filamentoso, dermatofito zoofilico, cosmopolita
transmitido por diversos animais domésticos, tendo como principal reservatorio felinos
jovens, que podem apresentar-se clinicamente afetados e, em contraste, os adultos
portadores podem ndo apresentar lesdes (SIDRIM & ROCHA, 2004; LACAZ et al.,
1998).

Dados semelhantes foram encontrados nas regido sudeste e nordeste do Brasil,

onde o Microsporum canis ¢ o fungo dermatofitico mais comumente isolado em
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espécimes clinicos de cdes e gatos, seguido de 7. mentagrophytes e M. gypseum
(GAMBALE et al., 1987; BRILHANTE et al., 2003).

As infeccdes pod T. mentagrophytes ocorrem regularmente em cdes e
ocasionalmente em gatos. Ja as infecgdes por M. gypseum ocorrem ocasionalmente em
cdes e raramente em gatos, ja que os cdes possuem o hdbito de cavar o solo tornando-se
mais expostos ao dermatéfito geofilico (CARLOTTI & BESINGNOR, 1999).

E indiscutivel a importancia de estudos epidemiologicos, visto que, eles relatam
a real incidéncia das espécies isoladas em nosso meio, bem como apontam o
aparecimento de novas espécies que antes ndo eram isoladas na regido.

Entretanto para que seja realizado um estudo satisfatorio da microbiota fingica a
longo prazo, ¢ necesséario que se escolha um método de estocagem das cepas isoladas
adequado, haja visto, que elas serdo usadas como subsidios na observacao da ocorréncia
de alteracdes fenotipicas e genotipicas desses microrganismos (KNASMMULLER et
al., 1997; MILLANTA et al., 2000).

2.3. Estocagem de microorganismos

2.3.1 Estocagem de fungos: Abordagem geral

Muitos protocolos vem sendo sugeridos para preservacdo de cepas fingicas,
entretanto nenhuma delas se aplica a todas as espécies fungicas (ESPINEL-INGROFF
et al., 2004). O estoque de fungos isolados de processos infecciosos apresenta grande
importancia, pois muitas vezes esses agentes apresentam crescimento lento e escasso,
acarretando em um dificil isolamento das cepas (DOAN & DAVIDSON, 2000).

Das diversas metodologias de estocagem flngica utilizadas por centros de
pesquisa em todo o mundo, algumas tém maior destaque por motivos variados, como a
praticidade ou resultados satisfatorios para determinadas espécies. A escolha de um
método mais adequado deve considerar pardmetros, como: o objetivo do estoque e da
colecdo; a manutengdo das estabilidades genética, fisiologica e morfologica. Assim, a
literatura referencia estocagem em nitrogénio liquido, em &4gua destilada estéril,
congelagdo em temperaturas variadas (- 20, - 70 ¢ — 196 °C) ¢ a liofiliza¢do, todos com

uso ou ndo de crioprotetores nas mais diversas concentragdes e tipos.
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A criopreservagdo ¢ a técnica preferida em muitos bancos de microorganismos,
pois as culturas mantém a estabilidde por longos periodos devido a diminui¢do da
atividade metabolica que ocorre nesta temperatura (SMITH & RYAN, 2003).

Todos os organismos vivos possuem habilidade de responder as modificagdes de
temperatura ambiental e de enfrentar as novas condigdes térmicas (GROB, 1999). Em
resposta a um decréscimo subito da temperatura, os organismos conseguem promover
algumas alteracdes fisiologicas e bioquimicas, geralmente descritas como resposta ao
choque térmico ou ao resfriamento (GRAUMANN & MARAHIEL, 1996;
THIERINGER et al., 1998). Além disso, os organismos submetidos ao processo de
congelamneto sintetizam proteinas especificas chamadas de proteinas transicionais de
choque térmico ou proteinas da aclimagdo ao frio (PANOFF et al., 1998). Esta resposta
abrange diferentes processos celulares incluindo a aquisicdo de uma criotolerancia.

Diferentes tipos de pré-tratamentos fisicos ou quimicos podem gerar
criotolerancia (PANOFF et al., 1995; THAMMAVONGS et al., 1996). O pré-
tratamento de células pela exposi¢do a um stress leve induz a uma maior resisténcia na
exposicdo a um estresse severo, fendmeno conhecido como tolerancia, adaptagdo
fenotipica ou habituagdo (THAMMAVONGS et al., 2000).

Entre os problemas que envolvem o congelamento de cepas fungicas estdo o
aumento da concentracdo de eletrolitos e de radicais livres, mudancas no pH,
desnaturacao de proteinas e desidratacdo celular. Além desses problemas, a ocorréncia
de formagdo de cristais, no espago intracelular, ¢ um efeito extremamente danoso para
célula (MAZUR, 1984). Ciclos repetidos de congelagdo e descongelagdo sdo
comumente usados para ressaltar a taxa de mortalidade relacionada a congelacdo
(HUBALEK, 1996).

A formacao de gelo no meio intracelular causa ruptura do sistema de membranas
celulares, resultando em perda da semi-permeabilidade e da compartimentagdo celular;
levando a morte celular (SHAW et al., 2000). A injuria mecanica sofrida pelas células
advém de dois fendomenos: o comportamento peculiar da agua, que se expande ao
congelar-se, e a conformagdo dos cristais de gelo. Entretanto, evitar a formacao desses
cristais ndo ¢ uma tarefa facil, j& que grande parte das células ¢ composta de agua.

A excessiva formacdo de cristais de gelo intracelular ird ocorrer caso estas
células sejam congeladas no estado hidratado. Portanto, a agua precisa ser removida
antes do congelamento, para evitar a injiria causada pelos cristais de gelo (SANTOS,

2001). Entretanto, a agua tem muitas fungdes biologicas fundamentais nas células de
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organismos vivos: ¢ um importante solvente, meio de transporte, resfriador (através da
evaporacdo), € um constituinte essencial e estabilizador da estrutura das
macromoléculas e organelas, cuja conformagdo funcional se mantém, principalmente,
devido as interacdes hidrofilicas e hidrofobicas entre elas (KRAMER & BOYER, 1995;
VERTUCCI & FARRANT, 1995). Desde modo, o sucesso de um protocolo de
criopreservacao depende da desidratacdo para um teor de umidade que seja baixo o
suficiente para evitar a formagao de gelo intracelular, mas ndo tdo reduzido que cause
injuria por desidratacao.

A desidratag@o pode ser obtida por evaporagdo da dgua ou por tratamento com
solugdes concentradas de crioprotetores quimicos. Entre os crioprotetores mais
comumente utilizados estdo o Dimetilsulfoxido (DMSO), etilenoglicol, metanol,
propilenoglicol e o glicerol (SAKAIL 1995; BRILHANTE et al., 2004). Destes, o
glicerol parece ser o menos eficiente, pois, apesar de ser menos toxico que os outros
crioprotetores citados, ele possui um lento poder de penetragdo aumentando, assim, o
estresse osmotico (SAMUEL KIM et al., 2001).

A estocagem de cepas em agar batata a -20° C ou -70° C pode ser feita com ou
sem adi¢do de crioprotetores. Apesar das dificuldades encontradas ao se realizar o
congelamento de cepas fungicas, observa-se uma certa taxa de sobrevivéncia em
microrganismos congelados sem a adi¢do de um protetor (BRILHANTE et al., 2004).
Entretanto, ¢ descrito que a presenga de um agente crioprotetor adequado aumenta a
sobrevivéncia da célula consideravelmente (HUBALEK, 2003).

A descoberta que o glicerol protegia células eucarioticas contra os danos da
congelagdo (LOVELOCK & BISHOP, 1959; POLGE et al.,1949) marcou o inicio da
criotecnologia moderna. Entretanto, os crioprotetores podem ser toxicos ou podem
causar estresse osmotico, levando a morte as células ou modificando suas caracteristicas
fenotipicas em cultura (SAKAI, 1995).

A eficiéncia de um crioprotetor depende de ele possuir: uma alta solubilidade em
agua diminuindo assim o ponto de congelamento; uma alta permeabilidade para
minimizar o gradiente osmotico; e uma baixa toxicidade (BIDAULT et al., 2000).

Sabe-se que, baixas temperaturas tém efeitos severos nas propriedades
bioquimicas e fisiologicas de varias células, como diminui¢@o na eficiéncia da producdo
de proteinas, baixa fluidez da membrana celular, estabilizagdo da dupla hélice ou da
estrutura secundaria da molécula de DNA ou RNA, lento arranjo estrutural das

proteinas e decréscimo da atividade enzimatica (GRAUMMANN et al., 1996; PANOFF
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et al., 1998). A maioria dos organismos deve ter desenvolvido mecanismos de
adaptagdo para driblar este fendmeno. Os mecanismos fundamentais de baixa expressao
de genes temperatura-dependentes e respostas a baixas temperaturas tém sido estudados
em alguns organismos (THIERINGER et al., 1998; PHADTARE et al.,1999; BROWSE
& XIN, 2001).

Uma ampla quantidade de fatores pode afetar a efetividade da criopreservagao
em microrganismos, por exemplo, espécie fiungica envolvida, cepa, tamanho e formato
celular, fase e taxa de crescimento, temperatura de incubag¢do, composicdo do meio de
crescimento, pH, osmolaridade e aeragdo, quantidade de 4gua intracelular, quantidade
de lipidios e composicao celular, densidade ao congelamento, composicdo do meio de
congelagdo, taxa de congelacdo, temperatura e duracdo do estoque, taxa de
descongelagdo e meio de recuperagio (DAY, 1995; HUBALEK, 1996; KIRSOP &
DOYLE, 1991).

Mais recentemente, tém sido utilizados agucares (sacarose, trealose e glicose)
como substancias crioprotetoras porque eles ndo apresentam citotoxicidade mesmo
quando se acumulam em grande quantidade no citoplasma. Em comparagdo com os
crioprotetores tradicionais, esses acucares mostram alta eficiéncia na estabilizagdo das
membranas celulares durante o congelamento. Pode ser observada evidéncia do efeito
protetor desses compostos em plantas de clima temperado. Essas plantas acumulam
carboidratos soluveis em seus tecidos durante a aclimatagdo ao frio, na natureza ou sob
condi¢cdes experimentais. O periodo em que tais plantas sd3o mais tolerantes ao
congelamento corresponde ao ponto de maximo aciimulo desses compostos (IMANISHI
et al., 1998; SAKAI & YOSHIDA, 1968). De modo semelhante, grande quantidade de
aclcares como sacarose, trealose e oligossacarideos (rafinose e estaquiose) acumulam-
se em estruturas que sdo tolerantes a intensa desidratacdo. Este ¢ o caso de esporos de
fungos, leveduras, musgos e samambaias (CROWE et al., 1988; HOEKSTRA et al.,
1994; OLIVER, 1996).

O modo de acdo dos agtcares na aquisicdo da tolerancia a desidratacdo e ao
congelamento ainda ndo ¢ totalmente conhecido e uma correlacdo direta de causa e
efeito ainda ndo foi demonstrada, mas ele possivelmente envolve multiplos
componentes. A principio, se propds que os agucares agiam como agentes osmoticos
externos, removendo o excesso de agua intracelular através de um gradiente osmdtico
(DUMET et al., 1993). Outras evidéncias levaram a formulagdo de duas hipoteses

diferentes sobre o modo de ac¢do destes compostos. Primeiro, sugere-se que eles sejam
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excelentes agentes vitrificadores e, por conseguinte, seu efeito protetor ¢ atribuido a
vitrificacdo das membranas celulares e das biomoléculas (HIRSH, 1987). Outra
hipotese, denominada hipdtese da substituicdo da agua (water replacement hypothesis)
propde que estes aglicares podem substituir a d4gua removida das biomoléculas, desta
forma mantendo as estruturas hidrofilicas na sua orientacdo hidratada e evitando perda
de funcionalidade, mesmo depois de a 4gua ter sido removida (CROWE et al., 1988).

A adicdo de agucares (sacarose, glicose, frutose, sorbitol, trealose ou rafinose) a
uma solucdo de vitrificagdo influencia nas propriedades gerais da solug¢do, devendo,
entdo, as propriedades do acucar ser levadas em consideragdo no estabelecimento e
modificagdo de solugdes de criopreservacdo (LIEBERMANN et al, 2002;
KULESHOVA et al., 1999). Aditivos com alto peso molecular como a trehalose nio
penetram na membrana celular, mas podem reduzir significativamente a quantidade de
crioprotetor necessaria, bem como, a toxicidade do mesmo pela sua diminui¢do. Ainda,
demonstrou-se que o acimulo intracelular de compostos endégenos especificos, como
os carboidratos, pode aumentar a tolerdncia dos fungos sobre condi¢des de estresse
ambiental (BROWN, 1978).

Experimentos com Saccharomyces cerevisiae mostraram que o acumulo de
trealose no interior destes microorganismos aumentava a viabilidade das suas células a
exposicdo a um sistema de geracdo de radicais livres (H,Ou/ferro). Também, cepas
mutantes incapazes de sintetizar a trealose eram bem mais sensiveis a morte pela
oxidacdo e quando se fazia o provimento desse carboidrato a estas cepas, a sua
resisténcia aumentava consideravelmente (BERNAROUDJ et al. 2001)

Outro método de estoque freqiientemente utilizado em Micologia ¢ a
manutengdo de cepas em dagua destilada e solugdo salina. Esse ¢ um método
extremamente facil e barato para a preservacao de diversas espécies fungicas (TADDEI
et al., 1999). Muitas vezes, adiciona-se camadas de Oleo mineral para evitar a
evaporacdo da agua destilada ou da solucdo salina. Esta ¢ uma técnica bastante utilizado
€ que ndo necessita de estrutura especial para sua realizagdo (DESHMUKH, 2004 ),
sendo efetivo para uma grande variedade de fungos, como cepas de Aspergillus niger,
Fusarium sp, Microsporum canis, entre outros (BUENO & GALLARDO, 1998;
BRILHANTE et al., 2004).

Apesar das facilidades da realizacdo dessa técnica, conhecida como método
Castellani, o crescimento fingico ocorre lentamente podendo levar a mudangas

morfofisioldgicas, bem como, a deteriorizacdo das cepas. Diante disso, estudos relatam
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que a escolha do momento ideal em relacdo a atividade de esporulacdo, devem ser
considerados afim de que se mantenha a viabilidade do estoque (QIANGQIANG &
JIAJUN, 1998).

Em 1998, Bueno & Gallardo utilizaram fungos filamentosos nao-
dermatofiticos e os estocaram em agua destilada estéril a 4 °C por dois anos. Apds a
estocagem, a taxa de sobrevivéncia foi de 100 % para todas as espécies e cepas
utilizadas. Estes dados ndo expiram total confianca, tendo em vista, mostrar-se uma
excec¢do, quando comparados a relatos de outros autores, que descrevem taxas variando
de 87 a 98 %, variando em func¢do do tempo, espécie e temperatura (Mc GINNIS et al.,
1974; PASARELL & Mc GINNIS, 1992; RODRIGUEZ et al., 1992). Apesar dos dados
satisfatorios apresentados, a técnica ainda mostra algumas dificuldades como descrito
por CROAN et al. (1999), que encontraram problemas quando utilizaram isolados
fngicos tropicais e os estocaram em agua destilada estéril, variando de 4 a 16 °C.

A conservagdo de cepas em nitrogénio liquido a -196°C ou em vapor de
nitrogénio liquido a -150°C, ¢ considerada uma metodologia de estocagem das mais
eficientes. Nesse tipo de estocagem, as cepas nao tem prazo de viabilidade, podendo se
manter livres de contaminagdo, sem apresentar mudancas nas propriedades vitais,
biologicas e genéticas. Entretanto esta metodologia ¢ considerada incompativel com a
realidade de muitos laboratérios. Isso ocorre, devido a necessidade de suprimentos
continuos de nitrogénio, além de precisar de uma infra-estrutura adequada para
manutencdo desse método (LARA-HERRERA et al.,1998).

A liofilizagio nada mais ¢ que uma secagem ou desidratacio celular. E
bastante utilizada em metodologias cientificas que visam manter a atividade celular
intacta por meio de diminui¢do do seu metabolismo, ou seja, induzir dorméncia ao
maximo possivel. Apresenta vantagens, como: facilidade de estoque em pequenos
espagos, ndo requer mao-de-obra de manutencdo nem cuidados especiais (CROAN,
2000). E um método ideal para estocagem de diversas cepas, evitando assim a mutagio
dos cultivos (BUNSE & STEIGLEDER, 1991). Esse estoque descarta o perigo de
bactérias e fungos contaminantes, sendo facilmente mantidos e transportados, com a
preservacdo das caracteristicas morfologicas e bioquimicas das cepas, sem apresentar
pleomorfismo no momento do recultivo (SHARMA & SMITH., 1999).

A principal desvantagem da liofilizacdo ¢ que, neste tipo de tratamento, as
células podem sofrer danos irreversiveis, em virtude da retirada de 4gua e do calor

excessivo, que ndo podem sobrepor o limite celular (DAEMEN & VAN DER STEGE,
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1982; RYAN et al., 2001; HORACZEK & VIERNSTEIN, 2004). Desta forma, mesmo
sendo uma metodologia bastante empregada e conhecida ja ha bastante tempo, ainda
percebem-se variagdes surpreendentes no tocante aos resultados obtidos. Prova disso
sdo estudos que ao experimentarem a liofilizagdo nos fungos Metarhizium anisopliae e
Beauveria brongniartii, perceberam que, em matriz de leite desnatado e polivinil-
pirrolidona, o método foi muito promissor para a segunda espécie, ao passo que resultou
em viabilidade zero para a segunda (HORACZEK & VIERNSTEIN, 2004).

Sabe-se também, que algumas cepas apresentam relativas dificuldades para a
manuten¢do da sua viabilidade. Esta dificuldade esta relacionada a producao de poucos
microconidios pelas cepas. Assim, cepas de Epidermophyton floccosum, que sio
totalmente desprovidas de microconidios, possuem uma menor chance de se manterem
viaveis com a liofilizagdo. Em se tratando de espécies do género Microsporum sp que
produzem uma pouca quantidade de microconidios, apds o isolamento destas culturas,
devem ser utilizados meios que sejam favoraveis a producdo de microconidios antes de
se tentar o congelamento dessas cepas (BUNSE & STEIGLEDER, 1991).

Assim, vém sendo feita o uso de meios ricos em nutrientes que estimulem o
crescimento e a esporulagdo de cepas fungicas a fim de garantir a eficiéncia da
liofilizagdo (CLIQUET & JACKSON, 1999). E, uma vez realizada a liofilizagdo, esta
vem sendo descrita como uma metodologia ideal para garantir uma boa preservagao de
cepas de dermatofitos estocadas por longos periodos (DESHMUKH, 2003).

Todas as técnicas relacionadas aqui possuem vantagens e desvantagens, €
nenhuma delas tem sido correlacionada pela literatura especializada como uma forma
definitiva para garantir 100% de viabilidade das cepas apds o periodo de estocagem.
Novas técnicas de estocagem visam adequar o melhor método de preservagdo para cada
fungo, possibilitando metodologias espécie-especificas, e, vislumbrando a preservacao
de cepas a longo prazo, seja em temperatura ambiente ou em freezer. Objetivam, ainda,
que estas cepas ndo percam o seu padrido genético, morfologico, bioquimico ou
fisiologico, como alteragdes nos componentes da parede celular e perda de viruléncia.
Atualmente, boa parte dos bancos de colecdes faz uso de pelo menos duas metodologias
de estocagem, visando garantir a viabilidade e manutencdo das cepas (SILVA et al.,

1994; BRILHANTE et al., 2004; GIRAO et al., 2004).
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3. JUSTIFICATIVA

E evidente o papel da manutengio de cepas de dermatofitos, in vitro, haja vista
sua importancia para investigagdes laboratoriais, no tocante a padronizacdo das
caracteristicas fenotipicas e genotipicas desses microrganismos. Neste contexto, duas
abordagens sdo necessdrias. Em primeiro lugar, ¢ de extrema valia que sejam realizados
estudos referentes aos aspectos epidemiolégicos e micolégicos das dermatofitoses; bem
como que sejam realizados estudos referentes a analise da viabilidade e preservagdo de
cepas de dermatoéfitos in vitro, através da aplicacdo de técnicas de estocagem espécie-

especificas.
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4. HIPOTESE

Dentre os dermatoéfitos envolvidos em quadros de dermatofitose canina e felina,
o Microsporum canis continua sendo o mais prevalente, e quando estocado em meios
inapropriados, a exemplo de outros dermatdfitos, apresenta uma baixa viabilidade

biologica, devendo portanto, haver um método mais adequado para sua preservacao.
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S.OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Esta investigacdo teve como objetivo principal realizar um estudo sobre as
dermatofitoses canina e felina, enfocando os aspectos epidemiologicos, micoldgicos e

manutengdo de cepas dermatofiticas in vitro.

5.2 Objetivos Especificos

1. Realizar um levantamento epidemiologico das dermatofitoses em caes e
gatos, através da coleta de espécimes clinicos oriundos de animais com lesdes cutaneas;

2. Caracterizar fenotipicamente as cepas isoladas no levantamento
epidemiologico;

3. Analisar a viabilidade de cepas de Microsporum canis, Microsporum
gypseum e Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes, isolados de espécimes
clinicos de cdes e gatos, estocadas em agar batata incubado em freezer a -20° C
acrescido de DMSO 10%, éagar batata incubado em freezer a -20° C acrescido de
glicerol 100%, agar batata incubado em freezer a -20° C sem adi¢@o de crioprotetores, e

em solucdo salina acrescida de 6leo mineral mantidas a 25° C.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Estudo Epidemiologico

6.1.1 Colheita do material clinico

Foram cadastradas clinicas veterindrias, localizadas na Regido Metropolitana de
Fortaleza, para o fornecimento do espécime clinico. As amostras analisadas consistiram
de espécimes clinicos oriundos de cdes e gatos, portadores de lesdes clinicas sugestivas
de dermatomicoses. Apds o preenchimento de um questionirio com dados clinicos
referentes ao animal, a colheita teve inicio com a realizagdo da antissepsia local com
alcool a 70%. O material clinico foi colhido e acondicionado em frascos estéreis; os
pélos tonsurados (quebrados) ou macroscopicamente anormais foram retirados com o
auxilio de uma pinga estéril, e cada uma das amostras foi processada individualmente. O
espécime era devidamente identificado e remetido ao Centro Especializado em

Micologia Médica.

6.1.2 Identificagdo laboratorial

O processamento laboratorial consistiu de exame do espécime clinico por
microscopia direta e cultura do material coletado em agar Sabouraud, agar Sabouraud
com cloranfenicol, e agar Sabouraud com cicloheximida. A identificagdo laboratorial
baseou-se na diferenciagdo macrocoscopica e microscopica das colonias e identificagao

final, por meio de provas bioquimicas adequadas para as cepas de dermatéfitos isoladas.

Para andlise do exame direto, utilizou-se hidroxido de potédssio (KOH) em
concentragdo de 30%, sendo sua interpretacdo feita a partir da auséncia ou presenca de
elementos fingicos. Em caso de parasitismos, em pele e unha, por dermatofitos, a
presenca de hifas artroconidiadas fundamentava o diagnostico. Em relacdo ao pélo, o
parasitismo foi descrito a partir do tamanho do artroconidio e se estava por dentro ou

por fora do pélo.

Quanto a cultura fingica, esta foi preparada simultaneamente ao exame direto,

em que aliquotas de pélos e escamas de pele foram semeadas nos meios de cultura.
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Depois de semeados, os tubos foram incubados, entre 25°C e 30°C, durante 10 dias. No
momento em que as macrocolonias foram detectadas, seguiu-se para a analise das
caracteristicas macromorfologicas, sendo levados em consideracdo o relevo e a textura,

bem como a presenga ou auséncia de pigmento.

Durante a presente analise, a macromorfologia de M. canis foi analisada em 4gar
Sabouraud dextrose e em agar batata dextrose, apds 10 dias de incubagdo. A textura e o
relevo das colonias foram relatados conforme SIDRIM & ROCHA, 2004, bem como a

presenca e auséncia de pigmento foram descritas.

A prova de requerimentos vitaminicos foi realizada no intuito de descrever as
exigéncias nutricionais das diversas cepas de M. canis, para posterior comparagio
destas com a literatura. Os meios de cultura utilizados foram enriquecidos com &cido
nicotinico, tiamina, histidina e inositol, sendo a base do dgar T1 ao TS5 a caseina e do
agar T6 e T7 o nitrato de amonia. Tais meios serdo detalhados a seguir: T1 (adgar base
caseina), T2 (4gar base caseina com inositol), T3 (4gar base caseina com tiamina e
histidina), T4 (4gar base caseina com tiamina), T5 (4gar base caseina com acido
nicotinico), T6 (dgar base nitrato de amdnia) e T7 (4gar base nitrato de amonia com
histidina). Além da realizagdo da prova da perfuragdo de pélo in vitro e teste da urease,

conforme recomendado por SIDRIM & ROCHA, 2004.

6.2 Avaliacio da estocagem

Na andlise retrospectiva, para avaliagdo da estocagem de cepas de dermatoéfitos
de origem animal, mantidas na Micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica
— CEMM, foram analisados os estoques de 172 cepas de dermatéfitos isolados de cdes e
gatos, sendo: 142 cepas de Microsporum canis, 10 cepas de Microsporum gypseum, 16
cepas de Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes e 4 cepas de Trichophyton
tonsurans. As cepas foram estocadas em periodos diferentes de marco/2002 (38 meses)
a maio/2004 (12 meses) na micoteca do CEMM, Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Ceara, Brasil.

Dentre as 172 cepas de dermatofitos estocadas na micoteca do CEMM, 57 se

encontravam em agar batata incubado em freezer a -20° C acrescido de DMSO 10%, 24
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em agar batata incubado em freezer a -20° C acrescido de glicerol 100%, 15 em agar
batata incubado em freezer a -20° C sem adicdo de crioprotetores, e 76 cepas de
dermatoéfitos estavam mantidas em solugdo salina acrescida de 6leo mineral mantidas

em temperatura ambiente (25° C).

As cepas, de cada um de seus diferentes estoques, tiveram um fragmento da
colonia repicado para tubos contendo 2ml de BHI em caldo e incubados em temperatura
ambiente (25° C). Os tubos foram observados diariamente por um periodo de até 10
dias, a fim de verificar o crescimento do micélio. Apds esse periodo as cepas foram o
transferidas para tubos contendo 4gar batata onde foi confirmada a viabilidade das
cepas.

Caracteristicas fisiologicas das cepas de M. canis vidveis foram avaliadas através
de provas de requerimentos nutricionais (tiamina, acido nicotinico, inositol, histidina),
perfuragdo de pélo in vitro e teste da urease, conforme recomendado por SIDRIM &

ROCHA, 2004.
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7. RESULTADOS

7.1 Levantamento epidemiolégico

Este estudo incluiu 28 gatos e 174 cdes com lesdes clinicas sugestivas de
dermatofitose. Trinta ¢ um animais (15,35%) foram positivos para dermatofitos. Estes
fungos foram isolados de 22 dos 174 (12,64%) espécimes clinicos oriundos de caes e de

9 dos 28 (32,14%) espécimes clinicos oriundos de gatos (tabela 1).

Tabela 1. Prevaléncia de dermatofitose em caes e gatos na cidade de Fortaleza — CE, no
periodo de Marc¢o/2005 a Fevereiro/2006.

Diagnostico Caes Gatos  Tgtal de animais
(n) (n)

Animais com suspeita de dematofitose 174 28 202

Animais com dematofitose 22 (12,64%) 9 (32,14%) 31 (15,35%)

Dos 174 caes estudados, 64 tinham menos que 1 ano de idade e destes, 10
(15,63%) foram positivos para dermat6fitos. 108 caes apresentavam mais que 1 ano de
idade, dos quais 12 (11,11%) foram positivos para dermatéfitos. Dois cdes ndo tiveram

a idade relatada (tabela 2).

Dos 28 gatos, 16 tinham menos que 1 ano de idade, e destes 7 (43,75%) foram
positivos para dermatofitos. Doze gatos tinham mais que 1 ano de idade, e destes

somente 2 (16,67%) foram positivos para dermatofitos (tabela 2).
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Tabela 2. Prevaléncia de dermatofitose em case e gatos relacionada a idade dos animais

Caes Gatos

Diagnostico <1 ano > 1 ano <1 ano > 1 ano

n % n % n % n %
antmais sem 54 84375 96  88.89 9 56,25 10 83,33
dermatofitoses
ahimais com 10 15625 12 11,11 7 43,75 2 16,67
dermatofitoses
Total 64 100,0 108  100,0 | 16 100,0 12 100,0

* dois cdes ndo tiveram idade relatada

As culturas foram positivas para duas espécies de dermatofitos. A distribuigdo
numérica dessas espécies fungicas nos caes foi de M. canis (96,77%) e T.
mentagrophytes var. mentagrophytes (3,23%). Por outro lado, todos os gatos com

dermatofitose foram infectados por M. canis (100.0%) (tabela 3).

Tabela 3. Espécies de dermatoéfitos isolados de cdes e gatos com lesdes sugestivas de

dermatofitose
Caes Gatos

Dermatofitos

n % n %
Microsporum canis 21 96, 77 9 100,0
Trichophyton mentagrophytes var. 1 393 i i
mentagrophytes ’
Total 22 100,0 9 100,0
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Nessa investigagdo, 23 racas de cdes foram representadas. As ragas mais
representativas com dermatofitose foram Yorkshire Terriers (35,5%), Poodles (14,3%)
Doberman Pinschers (11,8%). Gatos da raga persa foram mais frequentemente

representados com dermatofitose (50%).

Com relagdo aos estudos referentes as caracteristicas macromorfologicas das
cepas de M. canis, isoladas durante o estudo, observaram-se trés tipos diferentes de
colonias: a- algodonosas baixas, apiculadas e com pigmento amarelo canario; b-
colonias algodonosas baixas, apiculadas e sem pigmento amarelo candrio; c- colonias
algodonosas altas sem pigmento amarelo candrio (Tabela 4).

Com relagdo aos estudos referentes as caracteristicas fisiologicas das cepas de
M. canis, isoladas durante o estudo, observou-se que todas as cepas apresentaram
perfuragdo de pélo in vitro positivas, bem como urease positivas, quanto as provas de
requerimentos nutricionais observou-se que todas as cepas cresceram bem em todos os

tubos.
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Tabela 4: Macromorfologia das cepas de M. canis isoladas de cdes e gatos em agar
batata e dgar Sabouraud

Nome do animal Espécie Macromorfologia em agar batata ~ Macromorfologia em agar Sabouraud
1 Canina a b
2 Canina b c
3 Canina c c
4 Felina c c
5 Canina c c
6 Canina c c
7 Felina b b
8 Felina a c
9 Canina b c
10 Canina a a
11 Canina a c
12 Canina c c
13 Canina b c
14 Felina a a
15 Felina b b
16 Canina b b
17 Canina b c
18 Felina b c
19 Canina c c

20 Canina a a
21 Canina b b
22 Felina c c
23 Canina c c
24 Felina b b
25 Canina b c
26 Canina b a
27 Canina c c
28 Canina b c
29 Canina c c
30 Felina a b

a- colonias algodonosas baixas, apiculadas e com pigmento amarelo canario
b- colénias algodonosas baixas, apiculadas e sem pigmento amarelo canario

c- colonias algodonosas altas e sem pigmento amarelo canario
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7.2 Analise da estocagem

Das 172 cepas de dermatéfitos de origem animal estocadas em periodos
diferentes de mar¢o/2002 (38 meses) a maio/2004 (12 meses), nos estoques agar batata
incubado em freezer a -20° C acrescido de DMSO 10%, agar batata incubado em freezer
a -20° C acrescido de glicerol 100%, éagar batata incubado em freezer a -20° C sem
adicdo de crioprotetores, e solugcdo salina acrescida de 6leo mineral mantidas em
temperatura ambiente (25° C), apenas 68 cepas apresentaram-se vidveis durante o

processo de recuperacao (tabela 5).

Tabela 5. Descri¢ao dos resultados da viabilidade das cepas de dermato6fitos em BHI e
em agar-batata

Resultado em BHI Resultado em 4gar-batata Total
Viavel | Ndo-viadvel | Contaminou

Cresceu em 5 dias 39 -- -- 39

Cresceu até 7 dias 29 -- -- 29

Nao cresceu até 7 dias -- 71 4 75

Contaminou -- -- 29 29

Total 68 71 33 172

Foram realizadas observagdes didrias para verificar o crescimento de micélio nos
tubos contendo BHI. Os resultados encontrados demonstram que a partir do 7° dia de
observagdo dos tubos as cepas que ndo apresentaram crescimento fingico visivel nos
tubos contendo BHI foram consideradas nio viaveis; este resultado pode ser confirmado
através da do repique do material em BHI para tubos contendo &gar batata.

Das 57 cepas do estoque com DMSO 10% apenas 7 (12,28%) apresentaram-se
viaveis. Foram analisadas 52 (91,23%) cepas de M. canis, das quais 3 (5,77%) cepas se
apresentaram viaveis e 49 (94,23%) ndo cresceram. Foram analisadas 4 (7,02%) cepas
de T. mentagrophytes e todas estavam vidveis (100%). Apenas 1 (1,75%) cepa de M.
gypseum se encontrava nesse estoque e nao cresceu (tabela 6).

Das 24 cepas do estoque com glicerol 100%, 17 (70,83%) cepas apresentaram-se
viaveis. Foram analisadas 17 (70,83%) cepas de M. canis, das quais 10 (58,82%) cepas
se apresentaram vidveis e 7 (41,18%) ndo cresceram. Foram analisadas 2 (8,33%) cepas

de T. mentagrophytes e todas estavam viaveis (100%). Foram analisadas 3 (12,5%)
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cepas de M. gypseum e todas estavam viaveis (100%). Foram analisadas 2 (8,33%)

cepas de 7. tonsurans e todas estavam viaveis (100%) (tabela 6).

Das 15 cepas do estoque em freezer a -20° C sem adicdo de crioprotetores
apenas 1 (6,67%) cresceu durante o processo de recupera¢do. Foram analisadas 12
(80%) cepas de M. canis, das quais 100% das cepas ndo se apresentaram vidveis. Foram
analisadas 2 (13,33%) cepas de 7. mentagrophytes e 1 (50%) cresceu. Apenas 1 (6,67%)

cepa de M. gypseum se encontrava nesse estoque e ndo cresceu (tabela 6).

Das 76 cepas do estoque em salina a 25° C: 43 (56,58%) cresceram, 4 (5,26%)
ndo cresceram, ¢ 29 (38,16%) contaminaram. Foram analisadas 61 (80,26%) cepas de
M. canis, das quais 31 (50,82%) se apresentaram viaveis, 4 (6,56%) ndo cresceram, e 26
(42,62%) estavam contaminadas. Foram analisadas 8 (10,53%) cepas de T.
mentagrophytes das quais 7 (87,5%) cresceram e 1 (12,5%) contaminou. Foram
analisadas 5 (6,58%) cepas de M. gypseum das quais 4 (80%) cresceram e 1 (20%)
contaminou. Foram analisadas 2 (2,63%) cepas de 7. fonsurans das quais 1 (50%)

cresceu ¢ 1 (50%) contaminou (tabela 6).

Tabela 6. Resultado em BHI, em relagdo as espécies e ao tipo de estoque

Espécie Tipo de estoque Resultado em BHI no sétimo dia Total
Cresceu |nao cresceu | contaminou
M.canis DMSO 10% 3 49 -- 52
Sem crioprotetor -- 12 -- 12
Glicerol 100% 10 7 -- 17
Salina 25° C 31 4 26 61
Total 44 72 26 142
T.mentagrophytes |DMSO 10% 4 -- -- 4
Sem crioprotetor 1 1 -- 2
Glicerol 100% 2 -- -- 2
Salina 25° C 7 -- 8
Total 14 16
M.gypseum DMSO 10% -- 1 -- 1
Sem crioprotetor -- 1 -- 1
Glicerol 100% 3 -- -- 3
Salina 25° C 4 -- 5
Total 7 2 10
T.tonsurans Glicerol 100% 2 -- -- 2
Salina 25° C 1 -- 1 2
Total 3 -- 1 4

OBS: DMSO 10%, Sem crioprotetor, Glicerol 100%: estoques a -20° C. Salina: estoque
a25°C.
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Para as cepas de M. canis os estoques em Glicerol 100% a -20° C e em Salina a
25° C obtiveram um maior percentual de viabilidade que os demais métodos de
estocagem analisados. Nao houve diferenca, estatisticamente significativa, na
comparacdo destes dois tipos de estoque (p=0,5949) Porém, no estoque em Salina a 25°
C o percentual de contaminagdo ¢ maior do que no estoque em Glicerol 100%
(p=0,0004), assim como no estoque DMSO (p=0,0000) e no estoque sem crioprotetor
(p=0,0059). Para as demais cepas, devido ao reduzido tamanho amostral, ndo foi
possivel realizar comparagdes.

Para facilitar a visualizacdo destes dados, nos graficos 1 e 2 encontram-se
demonstrados os resultados de viabilidade obtidos em BHI, de cada espécie de

dermatofito estudada em relag@o aos tipos de estoque em que elas se encontravam.
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Grafico 1. Resultado em BHI, do M. canis e M.gypseum em relagdo ao tipo de estoque
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Grafico 2. Resultado em BHI, do T.mentagrophytes e T.tonsurans em relacao ao tipo de

estoque
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Os resultados de viabilidade encontrados em BHI, apresentam diferencas para

cada espécie em relagdo aos diferentes periodos de estocagem. Bem como em relagdo

aos métodos de estocagem (tabela 7).

Tabela 7. Estatisticas do tempo de estocagem (meses), em relagcdo as espécies, ao tipo
de estoque e resultado observado no sétimo dia em BHI

Meédia do tempo | desvio-
Espécie Tipo de estoque | Resultado |n°decepas| de estocagem | padrdo
M.canis DMSO 10% Cresceu 3 18 8,96
Nao cresceu 49 32 6,85
Sem crioprotetor Nao cresceu 12 34 0,39
Glicerol 100% |Cresceu 10 14 3,12
Nao cresceu 7 12 0,53
Salina 25° C Cresceu 31 31 10,22
Nao cresceu 4 32 6,93
Contaminou 26 22 10,81
T.mentagrophytes DMSO 10% Cresceu 4 25 8,62
Sem crioprotetor Cresceu 1 32 --
Nao cresceu 1 22 --
Glicerol 100% |Cresceu 2 16 4,95
Salina 25° C Cresceu 7 23 8,69
Contaminou 1 22 --
M.gypseum DMSO 10% Ndo cresceu 1 34 --
Sem crioprotetor Nao cresceu 1 35 --
Glicerol 100% |Cresceu 3 15 3,46
Salina 25° C Cresceu 4 20 9,91
Contaminou 1 32 --
T.tonsurans Glicerol 100% |Cresceu 2 12 0,71
Salina 25° C Cresceu 1 13 --
Contaminou 1 12 --

As cepas de M. canis, no estoque DMSO 10%, que foram vidveis possuem um

tempo de estocagem inferior as que ndo foram viaveis (p=0,016). Ou seja, as cepas de

M. canis que se encontravam estocadas em DMSO 10% a menos tempo apresentaram

maior viabilidade que as cepas que estavem mantidas a mais tempo neste tipo de

estoque (tabela 6). No estoque Glicerol 100% (p=0,133), assim como no estoque salina

25% (p=0,708) essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. As demais

comparagdes, devido ao reduzido tamanho amostral, ndo serdo possiveis.

As cepas de M. canis, no estoque Salina 25° C, que foram viaveis, possuem um

tempo de estocagem superior as que contaminaram (p=0,002), porém a distribuicdo dos

tempos analisados indicam que existe algum outro fator interferindo na contaminagao,

37



pois a maioria das cepas que cresceram possuem tempo de estocagem de 38 meses
(maior tempo observado) e muitos dos que contaminaram possuem tempo de estocagem
até 19 meses, havendo dois valores de maior concentracdo, em relacdo aos tempos de
estocagem das cepas com contaminag¢do, em que ambos estdo proximos aos extremos
dos tempos observados. Podendo ainda ser destacado o baixo indice de cepas ndo-
viaveis.

Para facilitar a visualizagdo destes dados, no grafico 3 encontram-se
demonstrados a distribui¢do de freqiiéncia do tempo de estocagem (meses), em relacio
a espécie, M. canis no tipo de estocagem Salina 25° C e resultados de viabilidade e

contaminac¢do dessas cepas em BHI.

Grafico 3. Distribui¢do de freqiiéncia do tempo de estocagem (meses), em relagdo a
espécie, M. canis no tipo de estocagem Salina 25° C e resultado observado dia em BHI
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Com relagdo aos estudos referentes as caracteristicas fisiologicas das cepas de
M. canis, isoladas durante o estudo, observou-se que todas as cepas apresentaram
perfuragdo de pélo in vitro positivas, bem como urease positivas, quanto as provas de
requerimentos nutricionais observou-se que todas as cepas cresceram bem em todos os

tubos.
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8. DISCUSSAO

As dermatofitoses vém sendo estudadas e descritas em todo o mundo. A
freqiiéncia com que os dermatofitos sdo isolados varia de acordo com a distribuicdo
geografica, fatores ambientais, idade, sexo e raca, bem como com a existéncia de

variacdo durante as diferentes estacdes climaticas (CABANES, 2000).

O M. canis ¢ o responsavel pela maioria de casos de micoses em caes e gatos € o
mais freqiiente dermatoéfito zoofilico de humanos, em diversas areas urbanas da Europa
(SYMPANYA & BAXTER 1996; CABANES, 2000; BRAJAC et al., 2004;
CAFARCHIA et al., 2004; KOUSSIDOU-EREMONDI et al., 2005), na América do
Norte (RIPPON, 1988; MORIELLO & DEBOER, 1991) e na América Latina (SILVA
et al., 2003) sendo incluida nestas analises as regides brasileiras (GAMBALE 1987;
BRILHANTE et al., 2003)

Na regido Sudeste do Brasil, o M. canis foi o fungo mais isolado em
dermatofitoses de pequenos animais, seguido de Trichophyton mentagrophytes e M.
gypseum (GAMBALE, 1987, GAMBALE, 1993). Na regido Nordeste os dermatofitos
acometeram 13,16% dos caes e 27,27% dos gatos avaliados na pesquisa, sendo o género
Microsporum o mais isolado (CAVALCANTI et al., 2003). Dados semelhantes foram
encontrados em nossa regido (BRILHANTE et al., 2003). Estes dados ndo diferem do
diagnostico humano, onde CHINELLI et al., 2003 ¢ BRILHANTE et al., 2004b,
apontam o M. canis como o zoofilico mais isolado em Tinea capitis na cidade de Sao

Paulo e Fortaleza, respectivamente.

No presente estudo 15,35% dos animais com lesdes sugestivas de dermatofitose
foram positivos para esta infec¢do. Essa prevaléncia ¢ muito variavel na literatura pois
estudos mostram que a frequencia de dermatofitoses em caes pode variar de 7 a 40%, e
de 9 a 46% em gatos (LEWIS, 1991; CABANES et al., 1997; BRILHANTE et al.,
2003; CAFARCHIA et al., 2004). Esses dados refor¢gam a importancia da realizagdo de
um diagnoéstico adequado, constando de pesquisa direta e cultura, antes de se instaurar o
tratamento.

Nesta pesquisa os gatos foram infectados em 32,14% dos casos, e os cdes em
12,64% dos casos. Diversos estudos sobre as dermatofitoses felina e canina demonstram

que os cdes apresentam uma menor prevaléncia de dermatofitose que os gatos

(ROMANO et al., 1997, BRILHANTE ef al., 2003; KHOSRAVI & MAHMOUDI,
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2003). Este fato estd relacionado ao fato que os felinos podem ser considerados
reservatorios de M. canis por isso uma maior prevaléncia da infeccdo nesses animais
(PIER & MORIELLO, 1998). Virios autores relatam a importidncia dos animais
assintomaticos, pois estes sdo portadores silenciosos de fungos dermatofiticos, o que
dificulta o rompimento do ciclo epidemiologico da doenga (SYMPANYA & BAXTER,
1996; CABANES, 2000). Os resultados encontrados durante esta pesquisa corroboram
com essa tese, uma vez que os gatos foram infectados em 100% dos casos por M. canis;
nos cdes o M. canis foi responsavel por 96,77% e T. mentagrophytes var.

mentagrophytes (3,23%).

Quanto a idade mais favoravel para infecgdes por fungos dermatofiticos, em
pequenos animais, inimeros relatos indicam que cdes e gatos de menos de um ano de
idade sdo os mais sensiveis. Este fato pode ser justificado, em parte, pela falta de
maturidade imunologica, pela baixa producdo de acidos graxos de cadeia saturada,
dentre outros fatores (CABANES, 2000; SILVA et al., 2003; BRILHANTE et al., 2003,
CAFARCHIA et al., 2004). Em nosso estudo dos 174 caes estudados, 64 tinham menos
que 1 ano de idade e destes, 10 (15,63%) foram positivos para dermatofitos. 108 caes
apresentavam mais que 1 ano de idade, dos quais 12 (11,11%) foram positivos para
dermatoéfitos. Entre os gatos, dos 28, 16 tinham menos que 1 ano de idade, e destes 7
(43,75%) foram positivos para dermatofitos. Doze gatos tinham mais que 1 ano de
idade, e destes somente 2 (16,67%) foram positivos para dermatdfitos. Dados
semelhantes foram encontrados por KHOSRAVI & MAHMOUDI, 2003, onde nio
foram observadas diferencas significativas entre cdes com menos que um ano de idade e

cdes com mais de um ano de idade.

Em relagdo as racas, pode ser observada maior prevaléncia em caes da raga
Yorkshire Terrier e Poodle e gatos da raca Persa (CABANES, 1997; CABANES, 2000;
LEWIS, 1991; SPARKER et al., 1994; BRILHANTE et al., 2003, CAFARCHIA et al.,
2004). As razdes para a predisposi¢do de tais ragas, ainda, ndo sdo bem claras.
Possivelmente os pelos alongados facilitam as condicdes 6timas de temperatura e
umidade para que as estruturas fungicas fiquem protegidas contra a dissecacdo,
favorecendo assim a sua propagagdo (SPARKES et al., 1993; CAFARCHIA et al.,
2004). Esta hipdtese se contradiz com o trabalho de KANWAR & BELHAJ, (1987), em
dermatofitose humana, onde discutem que pélos mais curtos, em casos de Tinea capitis,

beneficiariam a implantacdo e instalagdo de artroconidios.
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Durante o estudo epidemioldgico, 23 racas de cdes foram representadas. As
racas mais representativas com dermatofitose foram Yorkshire Terriers (35,5%),
Poodles (14,3%) Doberman Pinschers (11,8%). Gatos da raca persa foram mais

frequentemente acometidos por dermatofitose (50%).

A respeito da sazonalidade das espécies fungicas, muitos dados sao
contraditdrios, pois autores, como BAXTER (1973), ndo descrevem dados de mudancas
da flora dermatofitica de acordo com as esta¢des anuais. Por outro lado, autores como
LEWIS (1991) postulam diferencas entre o aumento da freqiiéncia de M. gypseum em
periodos de verdo. Estes dados concordam com trabalho de KAPLAN & IVENS (1961),
onde estes autores reportaram que a freqii€ncia de M. gypseum, nos Estados Unidos da
América, ¢ mais evidente em zonas mais quentes do sul do Pais do que em regides do
norte. MANCIANTI et al., (2002), em estudo desenvolvido durante 15 anos na Italia,
observaram que houve uma distribuicdo anual das dermatofitoses em cdes, onde o M.
gypseum se destacou em temperaturas mais quentes como as do verdo, enquanto o M.
canis, em gatos, foi mais isolado no outono e inverno. J4 o 7. mentagrophytes nao
demonstrou predilegdo por nenhuma estagdo do ano (MANCIANTI ef al., 2002). Outros
trabalhos também sugerem que ha uma maior prevaléncia de dermatofitos no outono e

no inverno (SPARKES et al., 1993).

Nesta pesquisa, em relacdo a freqiiéncia de isolados contendo M. canis
observada durante os meses de estudo, ndo se pode sugerir que uma exista uma
correlacdo significante entre umidade relativa do ar, a temperatura, a precipitacdo das
chuvas e o nimero de animais com suspeita clinica de dermatofitose, nem entre esses
fatores e o percentual de animais positivos para dermatofitoses, de acordo com dados
obtidos através da Fundacdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos
(FUNCEME) durante o periodo de realizacdo do estudo epidemiologico. Resultados
semelhantes foram encontrados em nossa regido por BRILHANTE et al., (2003), no
qual os dermatoéfitos foram mais abundantes no primeiro semestre (meses Margo, Abril
e Maio), embora sua incidéncia sazonal ndo apresentou significativa variacao na cidade
de Fortaleza- CE.

Para a realizagdo do estudo relacionado a estocagem foram utilizadas cepas que
estavam estocadas em periodos diferentes na micoteca do Centro Especializado em
Micologia Médica, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Cear4, Brasil. As

cepas isoladas durante o estudo epidemioldgico ndo foram utilizadas no estudo sobre
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estocagem de dermatofitos, devido ao fato de que em 2004, BRILHANTE et al.
analisaram o comportamento de cepas de M. canis estocadas em 5 protocolos distintos
por um periodo de 3, 6 ¢ 9 meses: em agar batata a — 20 °C; dgar batata acrescido de
dimetil-sulfoxido (DMSO; 10%) a — 20 °C; agar batata acrescido de glicerol (10%) a —
20 °C; salina com 6leo mineral a 25 °C; salina a 25 °C. Na presente investigacdo houve
o interesse em se avaliar a estocagem de cepas de dermat6fitos que se encontravam
estocadas por mais de 12 meses na micoteca do CEMM.

Com isso, para avaliacdo da estocagem de cepas de dermatofitos de origem
animal, foram analisados os estoques de 172 cepas de dermatofitos isolados de cdes e
gatos, sendo: 142 cepas de Microsporum canis, 10 cepas de Microsporum gypseum, 16
cepas de Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes e 4 cepas de Trichophyton
tonsurans. As cepas foram estocadas em periodos diferentes de marco/2002 (38 meses)
a maio/2004 (12 meses) na micoteca do CEMM em agar batata incubado em freezer a -
20° C acrescido de DMSO 10%, agar batata incubado em freezer a -20° C acrescido de
glicerol 100%, agar batata incubado em freezer a -20° C sem adi¢@o de crioprotetores, e
em solu¢do salina acrescida de 6leo mineral mantidas em temperatura ambiente (25° C).

Poucas sdo as fontes literdrias a disposi¢do para comparag¢do e aprofundamento
de métodos de estocagem em microorganismos, mais raro ainda em se tratando de
fungos. Técnicas antigas e convencionais como estocagem em solo ou em solugdo
salina, ou, técnicas mais modernas como a crioconservagao com diferentes substancias
também mostram uma disparidade muito grande ja que os fungos utilizados sdo muito
variados, bem como as substdncias crioconservadoras, temperaturas e protocolos de
estocagem (BUENO & GALLARDO, 1998).

E importante, contudo, ressaltar a necessidade de pesquisas mais especializadas,
incluindo a avaliacdo dos perfis genéticos ao longo da estocagem, tendo em vista que
algumas alteragdes ou mutacdes genéticas podem ocorrer devido ao estresse de
estocagem ao qual as cepas sdo submetidas sem que as mesmas sejam expressadas em
modifica¢des fenotipicas aparentes, mas em padrdes outros de avaliacdo das células
fungicas.

Os resultados deste estudo indicam as cepas de dermatéfitos das espécies M.
gypseum, T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. tonsurans, podem ser mantidas
por periodos de até 38 meses em freezer a -20° C, bem como em salina acrescida de
6leo mineral a 25° C. Dados de literatura indicam que essas espécies de dermatofitos

podem manter-se satisfatoriamente viaveis por periodos de até 10 anos em diferentes

42



métodos de preservacdo, demostrando que esses fungos quando manipulados
adequadamente resistem a estocagem (DESHMUKH, 2004).

Em relagdo ao M. canis, observou-se uma menor taxa de viabilidade que as
demais espécies supracitadas, sendo os melhores resultados obtidos nos estoques em
agar batata acrescido de glicerol 100% a -20° C e em salina a 25° C. Um estudo
realizado em nossa regido utilizando cepas de M. canis analisou o comportamento desse
dermatofito em 4gar batata a — 20 °C; agar batata acrescido de dimetil-sulféxido
(DMSO; 10%) a — 20 °C; agar batata acrescido de glicerol (10%) a — 20 °C; salina com
6leo mineral a 25 °C; salina a 25 °C. Os resultados encontrados mostraram uma variagao
no percentual de viabilidade das cepas de M. canis dependendo do método de
estocagem a que ele foi submetido, tendo inclusive obtendo taxa de 100% de morte de
cepas de M. canis quando estocadas em agar batata acrescido de glicerol 10% por um
periodo de 9 meses (BRILHANTE et al., 2004).

Ainda em relag¢do ao estudo realizado por Brilhante et al., 2004, as cepas de M.
canis estocadas em agar batata acrescido de DMSO 10% obtiveram boa recuperagdo
ap6s nove meses de estocagem. Em nossa pesquisa encontramos que apo6s 12 meses de
estocagem neste mesmo método de estoque as cepas de M. canis ndo apresentaram
viabilidade, indicando que o fator tempo deve ser levado em consideracdo quando da
escolha de um método para estocagem de cepas de M. canis.

No estoque salina a 25° C observou-se uma grande taxa de contaminagdo. As
cepas de M. canis, neste estoque, que se encontravam contaminadas, apresentaram-se
distribuidas ao longo de todo o periodo (12-38 meses). Estes dados demonstram ndo € o
tempo de estocagem e sim outros fatores que estdo interferindo na eficacia dessa
técnica. Estudos demonstram que alguns grupos de fungos podem manter-se vidveis por
longos periodos quando estocados pelo método Castellani (BUENO & GALLARDO,
1998; BRILHANTE et al., 2004). Esse ¢ um método extremamente facil e barato para
a preservagao de diversas espécies fiingicas, e ¢ bastante utilizado por ndo necessitar de
estrutura especial para sua realizagdo (TADDEI et al., 1999).

Apesar das facilidades da realizagdo dessa técnica, o crescimento fingico ocorre
lentamente podendo levar a mudangas morfofisiolégicas, bem como, a deteriorizacao
das cepas, além da contaminag¢dao (QIANGQIANG & JIAJUN, 1998).

Nossos resultados demonstram que, com exce¢do as cepas de M. canis, 0s
dermatofitos de origem animal podem ser preservados em todos os métodos de

estocagem avaliados durante essa pesquisa. Ja as cepas de M. canis, ainda sdo
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necessarios mais estudos a fim de que se possa recomendar um método ideal para sua
preservacao por longos periodos. Portanto, recomenda-se que cada isolado seja mantido
em pelo menos dois métodos de estocagem a fim de garantir uma boa taxa de

recuperagﬁo dessas cepas.
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9. CONCLUSOES

- Os dados encontrados nesta pesquisa evidenciaram que o M. canis
ainda ¢ o agente etioldgico mais frequentemente isolado de cdes e

gatos em nossa regiao;

- Os gatos foram mais frequentemente acometidos por dermatofitose

quando comparado aos caes;

- Os resultados sugerem que gatos com idade inferior a 1 ano foram os
mais frequentemente acometidos por dermatofitose, entretando esse

fato ndo se aplica aos caes estudados;

- A sazonalidade ndo interfere na incidéncia de dermat6fitos na regido

do estudo epidemiolédgico;

- Os estoques agar batata acrescido com glicerol 100% (-20° C) e salina
acrescida de 6leo mineral (25° C) foram os que apresentaram maior

indice de viabilidade de cepas de M. canis;

- A contamina¢do mais elevada foi observada no estoque salina
acrescida de 6leo mineral (25° C), demonstrando que sdo necessarios
cuidados quando da realizagdo deste método, a fim de minimizar esse

problema;

- O maior indice de cepas invidveis, independente do método de
estocagem, foi em relagdo ao M. canis, o que evidencia a necessidade
de mais estudos em relagdo a escolha de um método mais eficaz para

garantir uma boa recuperagdo dessa espécie de dermatofito.
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Abstract

The main objective of this investigation was to evaluate different methods of storage for
strains of Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes and T.
tonsurans, isolated from dogs and cats. A total of 172 strains of dermatophytes were
maintained in different methods of storage, such as potato agar at -20° C; potato agar
added to 10% dimethyl-sulfoxide at -20° C; potato agar added to glycerol (100%) at -
20° C and saline with a mineral-oil layer 25° C. The strains were stored, em diferentes
periodos desde March/2002 (38 months) to May/2004 (12 months). The results suggest
that to ensure optimal viability each M. canis isolate maintained should be held in at
least two methods of storage, potato agar added to glycerol (100%) at -20° C and saline
with a mineral-oil layer 25° C; and that all methods of storage can be used for

preservation of others dermatophytes.

Key words: dermatophytes, Microsporum sp, Trichophyton sp, storage

Resumo

O objetivo principal desta investigacao foi avaliar diferentes métodos de estocagem para
cepas de Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes ¢ T.
tonsurans, isolados de cdes e gatos. O total de 172 cepas de dermatdfitos foram
mantidas em agar batata a -20° C sem adig@o de crioprotetores, agar batata acrescido de
dimetil-sulfoxido (DMSO) 10% a — 20° C, agar batata acrescido de glicerol 100% a -
20°C e em solugdo salina acrescida de 6leo mineral mantidas a 25° C. As cepas estavam
estocadas em diferentes periodos desde Margo/2002 (38 meses) a Maio/2004 (12
meses). Os resultados sugerem para garantir a viabilidade cada cepa de M. canis deve
ser mantida em pelo menos dois dos métodos de estocagem, dgar batata acrescido de
glicerol 100% a -20°C e em solucdo salina acrescida de 6leo mineral mantidas a 25° e
todos os métodos de estocagem podem ser utilizados para preservagdo das outras

espécies de dermatofitos.

Palavras-chave: dermatofitos, Microsporum sp, Trichophyton sp, estocagem
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Introducio

Para que seja realizado um estudo satisfatorio da microbiota fungica a longo
prazo, ¢ necessario que se escolha um método de estocagem das cepas isoladas
adequado, haja vista, que elas serdo usadas como subsidios na observacao da ocorréncia
de alteragdes fenotipicas e genotipicas desses microrganismos (Knasmmiiller et al.1997,
Millanta et al. 2000).

Muitos protocolos vem sendo sugeridos para preservacdo de cepas fingicas,
entretanto nenhuma delas se aplica a todas as espécies fungicas (Espinel-Ingroft et al.
2004). O estoque de fungos isolados de processos infecciosos apresenta grande
importancia, pois muitas vezes esses agentes apresentam crescimento lento e escasso,
acarretando em um dificil isolamento das cepas (Doan & Davidson 2000).

Todas as técnicas possuem vantagens e desvantagens, € nenhuma delas tem sido
correlacionada pela literatura especializada como uma forma definitiva para garantir
100% de viabilidade das cepas apds o periodo de estocagem (Silva et al. 1994, Brilhante
et al. 2004).

Novas técnicas de estocagem visam adequar o melhor método de preservagdo
para cada fungo, possibilitando metodologias espécie-especificas, e, vislumbrando a
preservacdo de cepas a longo prazo, seja em temperatura ambiente ou em freezer.
Atualmente, boa parte dos bancos de cole¢des faz uso de pelo menos duas metodologias
de estocagem, visando garantir a viabilidade e manutencdo das cepas (Brilhante et al.
2004, Girao et al. 2004).

Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de cepas de quatro
espécies dermatofitos, oriundos de caes e gatos, estocadas em periodos diferentes, em

diversos métodos de estocagem.

Material e Métodos

Microorganismos. Foram analisados os estoques de 172 cepas de dermatofitos
isolados de cdes e gatos, sendo: 142 cepas de Microsporum canis, 10 cepas de
Microsporum gypseum, 16 cepas de Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes,
e 4 cepas de Trichophyton tonsurans. As cepas foram estocadas em periodos diferentes
de marco/2002 (38 meses) a maio/2004 (12 meses) na micoteca do Centro
Especializado em Micologia Médica, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do

Ceara, Brasil.
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Meétodos de estocagem. Dentre as 172 cepas de dermatéfitos estocadas na
micoteca do CEMM, 57 se encontravam em agar batata incubado em freezer a -20° C
acrescido de DMSO 10%, 24 em agar batata incubado em freezer a -20° C acrescido de
glicerol 100%, 15 em dagar batata incubado em freezer a -20° C sem adi¢do de
crioprotetores, € 76 cepas de dermatofitos estavam mantidas em solugdo salina acrescida

de 6leo mineral mantidas em temperatura ambiente (25° C).

Recuperagdo das cepas. As cepas, de cada um de seus diferentes estoques,
tiveram um fragmento da colonia repicado para tubos contendo 2ml de BHI em caldo e
incubados em temperatura ambiente (25° C). Os tubos foram observados diariamente
por um periodo de até 10 dias, a fim de verificar o crescimento do micélio. Apos esse
periodo as cepas foram o transferidas para tubos contendo é4gar batata onde foi

confirmada a viabilidade das cepas.

Resultados

Das 172 cepas de dermatéfitos de origem animal estocadas em periodos
diferentes de mar¢o/2002 (38 meses) a maio/2004 (12 meses), nos estoques agar batata
incubado em freezer a -20° C acrescido de DMSO 10%, agar batata incubado em freezer
a -20° C acrescido de glicerol 100%, agar batata incubado em freezer a -20° C sem
adicdo de crioprotetores, e solugcdo salina acrescida de d6leo mineral mantidas em
temperatura ambiente (25° C), apenas 68 cepas apresentaram-se vidveis durante o

processo de recuperacao (tabela 1).

Foram realizadas observagdes didrias para verificar o crescimento de micélio nos
tubos contendo BHI. Os resultados encontrados demonstram que a partir do 7° dia de
observagdo dos tubos as cepas que ndo apresentaram crescimento fingico visivel nos
tubos contendo BHI foram consideradas nio viaveis; este resultado pode ser confirmado
através da do repique do material em BHI para tubos contendo &gar batata.

Das 57 cepas do estoque com DMSO 10% apenas 7 (12,28%) apresentaram-se
viaveis. Foram analisadas 52 (91,23%) cepas de M. canis, das quais 3 (5,77%) cepas se
apresentaram viaveis e 49 (94,23%) ndo cresceram. Foram analisadas 4 (7,02%) cepas
de T. mentagrophytes e todas estavam vidveis (100%). Apenas 1 (1,75%) cepa de M.

gypseum se encontrava nesse estoque e nao cresceu (tabela 2).
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Das 24 cepas do estoque com glicerol 100%, 17 (70,83%) cepas apresentaram-se
viaveis. Foram analisadas 17 (70,83%) cepas de M. canis, das quais 10 (58,82%) cepas
se apresentaram vidveis e 7 (41,18%) ndo cresceram. Foram analisadas 2 (8,33%) cepas
de T. mentagrophytes e todas estavam viaveis (100%). Foram analisadas 3 (12,5%)
cepas de M. gypseum e todas estavam viaveis (100%). Foram analisadas 2 (8,33%)

cepas de 7. tonsurans e todas estavam viaveis (100%) (tabela 2).

Das 15 cepas do estoque em freezer a -20° C sem adicdo de crioprotetores
apenas 1 (6,67%) cresceu durante o processo de recupera¢do. Foram analisadas 12
(80%) cepas de M. canis, das quais 100% das cepas ndo se apresentaram vidveis. Foram
analisadas 2 (13,33%) cepas de 7. mentagrophytes e 1 (50%) cresceu. Apenas 1 (6,67%)

cepa de M. gypseum se encontrava nesse estoque e ndo cresceu (tabela 2).

Das 76 cepas do estoque em salina a 25° C: 43 (56,58%) cresceram, 4 (5,26%)
ndo cresceram, e 29 (38,16%) contaminaram. Foram analisadas 61 (80,26%) cepas de
M. canis, das quais 31 (50,82%) se apresentaram viaveis, 4 (6,56%) ndo cresceram, e 26
(42,62%) estavam contaminadas. Foram analisadas 8 (10,53%) cepas de T.
mentagrophytes das quais 7 (87,5%) cresceram e 1 (12,5%) contaminou. Foram
analisadas 5 (6,58%) cepas de M. gypseum das quais 4 (80%) cresceram e 1 (20%)
contaminou. Foram analisadas 2 (2,63%) cepas de 7. fonsurans das quais 1 (50%)

cresceu e 1 (50%) contaminou (tabela 2).

Para as cepas de M. canis os estoques em Glicerol 100% a -20° C e em Salina a
25° C obtiveram um maior percentual de viabilidade que os demais métodos de
estocagem analisados. Nao houve diferenca, estatisticamente significativa, na
comparacdo destes dois tipos de estoque (p=0,5949) Porém, no estoque em Salina a 25°
C o percentual de contaminagdo ¢ maior do que no estoque em Glicerol 100%
(p=0,0004), assim como no estoque DMSO (p=0,0000) e no estoque sem crioprotetor
(p=0,0059). Para as demais cepas, devido ao reduzido tamanho amostral, ndo foi

possivel realizar comparagdes.

Para facilitar a visualizagdo destes dados, nos grafico 1 e 2 encontram-se
demonstrados os resultados de viabilidade obtidos em BHI, de cada espécie de
dermatéfito estudada em relacdo aos tipos de estoque em que elas se encontravam.

Os resultados de viabilidade encontrados em BHI, apresentam diferencas para
cada espécie em relacdo aos diferentes periodos de estocagem. Bem como em relagdo

aos métodos de estocagem (tabela 3).
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As cepas de M. canis, no estoque DMSO 10%, que foram vidveis possuem um
tempo de estocagem inferior as que ndo foram viaveis (p=0,016). Ou seja, as cepas de
M. canis que se encontravam estocadas em DMSO 10% a menos tempo apresentaram
maior viabilidade que as cepas que estavem mantidas a mais tempo neste tipo de
estoque (tabela 3). No estoque Glicerol 100% (p=0,133), assim como no estoque salina
25% (p=0,708) essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. As demais
comparagdes, devido ao reduzido tamanho amostral, ndo serdo possiveis.

As cepas de M. canis, no estoque Salina 25° C, que foram viaveis, possuem um
tempo de estocagem superior as que contaminaram (p=0,002), porém a distribuicdo dos
tempos analisados indicam que existe algum outro fator interferindo na contaminagao,
pois a maioria das cepas que cresceram possuem tempo de estocagem de 38 meses
(maior tempo observado) e muitos dos que contaminaram possuem tempo de estocagem
até 19 meses, havendo dois valores de maior concentracdo, em relacdo aos tempos de
estocagem das cepas com contaminagdo, em que ambos estdo proximos aos extremos
dos tempos observados. Podendo ainda ser destacado o baixo indice de cepas ndo-
viaveis.

Para facilitar a visualizagdo destes dados, no grafico 3 encontram-se
demonstrados a distribui¢do de freqiiéncia do tempo de estocagem (meses), em relacio
a espécie, M. canis no tipo de estocagem Salina 25° C e resultados de viabilidade e

contaminac¢do dessas cepas em BHI.

Discussao

Para avaliacdo da estocagem de cepas de dermatofitos de origem animal, foram
analisados os estoques de 172 cepas de dermatéfitos isolados de caes e gatos, sendo:
142 cepas de Microsporum canis, 10 cepas de Microsporum gypseum, 16 cepas de
Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes e 4 cepas de Trichophyton
tonsurans. As cepas foram estocadas em periodos diferentes de marco/2002 (38 meses)
a maio/2004 (12 meses) na micoteca do CEMM em agar batata incubado em freezer a -
20° C acrescido de DMSO 10%, agar batata incubado em freezer a -20° C acrescido de
glicerol 100%, agar batata incubado em freezer a -20° C sem adig¢@o de crioprotetores, e
em solu¢do salina acrescida de 6leo mineral mantidas em temperatura ambiente (25° C).

Poucas sdo as fontes literdrias a disposi¢do para comparagdo e aprofundamento

de métodos de estocagem em microorganismos, mais raro ainda em se tratando de
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fungos. Técnicas antigas e convencionais como estocagem em solo ou em solugdo
salina, ou, técnicas mais modernas como a crioconservagao com diferentes substancias
também mostram uma disparidade muito grande ja que os fungos utilizados sdo muito
variados, bem como as substancias crioconservadoras, temperaturas e protocolos de
estocagem (Bueno & Gallardo 1998).

E importante, contudo, ressaltar a necessidade de pesquisas mais especializadas,
incluindo a avaliacdo dos perfis genéticos ao longo da estocagem, tendo em vista que
algumas alteragdes ou mutacdes genéticas podem ocorrer devido ao estresse de
estocagem ao qual as cepas sdo submetidas sem que as mesmas sejam expressadas em
modifica¢des fenotipicas aparentes, mas em padrdes outros de avaliacdo das células
fungicas.

Os resultados deste estudo indicam as cepas de dermatéfitos das espécies M.
gypseum, T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. tonsurans, podem ser mantidas
por periodos de até 38 meses em freezer a -20° C, bem como em salina acrescida de
6leo mineral a 25° C. Dados de literatura indicam que essas espécies de dermatofitos
podem manter-se satisfatoriamente viaveis por periodos de até 10 anos em diferentes
métodos de preservacdo, demostrando que esses fungos quando manipulados
adequadamente resistem a estocagem (Deshmukh 2003).

A criopreservagdo ¢ a técnica preferida em muitos bancos de microorganismos,
pois as culturas mantém a estabilidde por longos periodos devido a diminui¢ao da
atividade metabdlica que ocorre nesta temperatura (Smith & Ryan 2003). Todos os
organismos vivos possuem habilidade de responder as modificagdes de temperatura
ambiental e de enfrentar as novas condi¢des térmicas (Grob 1999).

A estocagem de cepas em agar batata a -20° C ou -70° C pode ser feita com ou
sem adigdo de crioprotetores. Entretanto, ¢ descrito que a presenca de um agente
crioprotetor adequado aumenta a sobrevivéncia da célula consideravelmente (Hubalek
2003).

Em relagdo ao M. canis, observou-se uma menor taxa de viabilidade que as
demais espécies supracitadas, sendo os melhores resultados obtidos nos estoques em
agar batata acrescido de glicerol 100% a -20° C e em salina a 25° C. Um estudo
realizado em nossa regido utilizando cepas de M. canis analisou o comportamento desse
dermatofito em 4gar batata a — 20 °C; agar batata acrescido de dimetil-sulféxido
(DMSO; 10%) a — 20 °C; agar batata acrescido de glicerol (10%) a — 20 °C; salina com

6leo mineral a 25 °C; salina a 25 °C. Os resultados encontrados mostraram uma variagao
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no percentual de viabilidade das cepas de M. canis dependendo do método de
estocagem a que ele foi submetido, tendo inclusive obtendo taxa de 100% de morte de
cepas de M. canis quando estocadas em agar batata acrescido de glicerol 10% por um
periodo de 9 meses (Brilhante et al. 2004).

Ainda em relacdo ao estudo realizado por Brilhante et al. (2004), as cepas de M.
canis estocadas em agar batata acrescido de DMSO 10% obtiveram boa recuperagdo
ap6s nove meses de estocagem. Em nossa pesquisa encontramos que apo6s 12 meses de
estocagem neste mesmo método de estoque as cepas de M. canis ndo apresentaram
viabilidade, indicando que o fator tempo deve ser levado em consideracdo quando da
escolha de um método para estocagem de cepas de M. canis.

No estoque salina a 25° C observou-se uma grande taxa de contaminagdo. As
cepas de M. canis, neste estoque, que se encontravam contaminadas, apresentaram-se
distribuidas ao longo de todo o periodo (12-38 meses). Estes dados demonstram ndo € o
tempo de estocagem e sim outros fatores que estdo interferindo na eficacia dessa
técnica. Estudos demonstram que alguns grupos de fungos podem manter-se vidveis por
longos periodos quando estocados pelo método Castellani (Bueno & Gallardo 1998,
Brilhante et al. 2004). Esse ¢ um método extremamente ficil e barato para a
preservacdo de diversas espécies fungicas, e ¢ bastante utilizado por ndo necessitar de
estrutura especial para sua realizagdo (Taddei et al. 1999).

Apesar das facilidades da realizacdo dessa técnica, o crescimento fingico ocorre
lentamente podendo levar a mudangas morfofisiolégicas, bem como, a deteriorizacao
das cepas, além da contamina¢ao (Qiangqiang & Jiajun 1998).

Nossos resultados demonstram que, com excedo as cepas de M. canis, 0s
dermatofitos de origem animal podem ser preservados em diferentes métodos de
estocagem. Ja as cepas de M. canis, ainda sdo necessarios mais estudos a fim de que se
possa recomendar um método ideal para sua preservagao por longos periodos. Portanto,
recomenda-se que cada isolado seja mantido em pelo menos dois métodos de estocagem
a fim de garantir uma boa taxa de recuperagdo dessas cepas, agar batata acrescido de

glicerol 100% a -20°C e em solugdo salina acrescida de 6leo mineral mantidas a 25°.
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Tabela 1. Descri¢@o dos resultados da viabilidade das cepas de dermatofitos em BHI e

em agar-batata

Resultado em BHI Resultado em 4gar-batata Total
Viavel | Ndo-viadvel | Contaminou

Cresceu em 5 dias 39 -- -- 39

Cresceu até 7 dias 29 -- -- 29

Nao cresceu até 7 dias -- 71 4 75

Contaminou -- -- 29 29

Total 68 71 33 172

Tabela 2. Resultado em BHI, em relagdo as espécies e ao tipo de estoque

Espécie Tipo de estoque Resultado em BHI no sétimo dia Total
cresceu |ndo cresceu |contaminou
M.canis DMSO 10% 3 49 -- 52
Sem crioprotetor -- 12 -- 12
Glicerol 100% 10 7 -- 17
Salina 25° C 31 4 26 61
Total 44 72 26 142
T.mentagrophytes |DMSO 10% 4 -- -- 4
Sem crioprotetor 1 1 -- 2
Glicerol 100% 2 -- -- 2
Salina 25° C 7 -- 1 8
Total 14 1 1 16
M.gypseum DMSO 10% -- 1 -- 1
Sem crioprotetor -- 1 -- 1
Glicerol 100% 3 -- -- 3
Salina 25° C 4 -- 1 5
Total 7 2 1 10
T.tonsurans Glicerol 100% 2 -- -- 2
Salina 25° C 1 -- 1 2
Total 3 -- 1 4

OBS: DMSO 10%, Sem crioprotetor, Glicerol 100%: estoques a -20° C. Salina: estoque

a25°C.
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Grafico 1. Resultado em BHI, do M. canis e M.gypseum em relagdo ao tipo de estoque
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Grafico 2. Resultado em BHI, do T.mentagrophytes e T.tonsurans em relacao ao tipo de

estoque
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Tabela 3. Estatisticas do tempo de estocagem (meses), em relagcdo as espécies, ao tipo

de estoque e resultado observado no sétimo dia em BHI

média do tempo | desvio-
Espécie Tipo de estoque | Resultado |n°de cepas| de estocagem | padrdo
M.canis DMSO 10% cresceu 3 18 8,96
Nao cresceu 49 32 6,85
Sem crioprotetor Nao cresceu 12 34 0,39
Glicerol 100% |cresceu 10 14 3,12
Nao cresceu 7 12 0,53
Salina 25% cresceu 31 31 10,22
Nao cresceu 4 32 6,93
contaminou 26 22 10,81
T.mentagrophytes DMSO 10% cresceu 4 25 8,62
Sem crioprotetor [cresceu 1 32 --
Nao cresceu 1 22 --
Glicerol 100% |cresceu 2 16 4,95
Salina 25% cresceu 7 23 8,69
contaminou 1 22 --
M.gypseum DMSO 10% Nao cresceu 1 34 --
Sem crioprotetor Nao cresceu 1 35 --
Glicerol 100% |cresceu 3 15 3,46
Salina 25% cresceu 4 20 9,91
contaminou 1 32 --
T.tonsurans Glicerol 100% |cresceu 2 12 0,71
Salina 25% cresceu 1 13 --
contaminou 1 12 --
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Grafico 3. Distribuicdo de freqiiéncia do tempo de estocagem (meses), em relagdo a
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Anexo 11

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA - UECE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS - PPGCV

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA - UFC
CENTRO ESPECIALIZADO EM MICOLOGIA MEDICA — CEMM

Nome do animal: N° Identificagdo CEMM:
Proprietério: Telefone:
Veterinario responsavel: Celular:

Clinica Veterinaria: Telefone:

DADOS EPIDEMIOLOGICOS:
Idade: Raga: Pelagem:
SexoOMasc OFem Mora em OCasa OApt° Contato com OAreia OGatos OCaes

OSaudavel ou OApresenta alguma patologia Banho OClinica ODomicilio

Patologia oftalmica C0Olho esquerdo OOlho direito  Qual ?:

Patologia dermatolégica [ONao  OSim OAlopecia OPrurido OEritema  OPustula
OCrostas OHiperqueratose  Lesdo: (Seca OUmida [Hiperpigmentada

Presenca de otite?: OEsquerda ODireita OPrurido ODor OEritema OSecre¢do purulenta
Evolugao da patologia: O Aguda OCronica Tempo de evolugio:

J& apresentou algum tipo de lesdo dermatologica? Qual foi o diagnostico e a conduta terapéutica?

Presenca de outra patologia concomitante?

Qual?

Medicagdo em uso? Qual?:

Data da colheita: / / Suspeita Clinica:
Obs:
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Localizar a lesdo dermatolégica nos desenhos abaixo:

b e embem el

dbgér_\/aéées:

Preenchimento exclusivo do CEMM::

OSaudavel OOtite E

ODermatite

OOtite D

OPat. Oft. E

OPat. Oft. D

Regido anatdomica

Coleta?

Exame direto

SIM | NAO

0

1-10

>10

Cultura / Espécie isolada

Olho esquerdo

Olho direito

Ouvido esquerdo

Ouvido direito

Lesdo Pele

Axila Esquerda

Inguinal Esquerda
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ANEXO III

Ficha de Identificacio de dermatofitos

Nome Animal: Proprietario:
Data de entrada: ID do paciente: N° de colecdo: CEMM

Macromorfologia das colonias

Relevo:
Apiculado [  Crateriforrne [ Rugoso [] Cerebriforme []

Textura:
Gabrosa U Algodonosa[| Veludosa U Furfurécea U Penugenta 0 Arenosa [

Pigmento: Difusivel [] Nio difusivel [

Coloragao Coloragao reverso

Micromorfologia (observado em 10 campos do bordo de crescimento; objetiva de 40X):
Macroconidio o 1-5 5-10 >50
Microconidio 0O 1-10 10-50 >50
Hifa estéril

Estruturas de ornamentacdo: Clarnidoconidio [] Hifa pectinada [] Hifa em espiral
Hifa em raquete U Candelabro U] Cabega de prego U Orgso nodular [

Testes nutricionais

T1 0 +1 +2 +3 +4
T2 0 +1 +2 +3 +4
T3 0 +1 +2 +3 +4
T4 0 +1 +2 +3 +4
TS 0 +1 +2 +3 +4
T6 0 +1 +2 +3 +4
T7 0 +1 +2 +3 +4

Urease (em 7 dias): Positiva( ) Negativa( )
Perfuracdo do pélo (em 40 dias): Positiva ()  Negativa ()

Espécie isolada:

Observagoes:

Término da identificagdo:
Identificador:

Data de envio para estoque:
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